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Auf der Suche nach neuen Therapien für maligne Erkrankungen der B-
Lymphozyten, besonders für die chronische lymphatische Leukämie vom B-
Zelltyp, sind therapeutische Oligodesoxynukleotide (ODN, kurz „Oligonukleoti-
de“) eine vielversprechende Option. Dabei können ODN sowohl über ihre Anti-
sense-Eigenschaft gegenüber bestimmten mRNA-Sequenzen als auch über 
zellaktivierende und immunmodulatorische Eigenschaften sogenannter CpG-
Motive innerhalb der ODN-Sequenz ihre therapeutische Wirksamkeit entfalten. 
Beide Effekte werden bereits in klinischen Studien an Tumorpatienten evaluiert.  
 
Das in klinischen Studien am häufigsten und erfolgreichsten eingesetzte ODN 
G3139 hemmt die Synthese des Anti-Apoptose-Proteins Bcl-2 und begünstigt 
dadurch unter anderem den apoptotischen Zelltod von Tumorzellen. Allerdings 
enthält das als Bcl-2-Antisense-ODN konzipierte G3139 zwei CpG-Motive. Mög-
licherweise sind die therapeutischen Erfolge dieses ODN eher auf seine CpG-
Motive als auf den Antisense-Mechanismus zurückzuführen. Tatsächlich wurde 
G3139 noch nie auf einen möglichen CpG-Effekt hin untersucht. Deshalb wurde 
in dieser Arbeit versucht, den Bcl-2-Antisense-Effekt und den CpG-Effekt von 
G3139 durch geeignete Kontrollexperimente und -sequenzen zu unterscheiden 
und ihre jeweilige Bedeutung in einem kliniknahen Modell der chronischen 
lymphatischen B-Zell-Leukämie zu bestimmen. 
 
Zunächst sollten Methoden zum Apoptosenachweis im Labor etabliert werden. 
Diese sollten anschließend genutzt werden, den Bcl-2-Antisense-Effekt von 
G3139 in einem In-vitro-Modell an einer permanenten leukämischen Zelllinie 
nachzuweisen. Dabei stellten sich folgende Fragen: (1) Kann ein Antisense-
Effekt, ohne oder mit der Hilfe eines ODN-Carriers, beobachtet werden? (2) 
Wenn ja, hat der Antisense-Effekt Auswirkungen auf die Apoptose der malignen 
Zellen? (3) Lassen sich Wirkungen von G3139 nachweisen, die nicht auf dem 
Antisense-Mechanismus beruhen? Schließlich wurde ein in der Literatur be-
schriebenes Modell der chronischen lymphatischen Leukämie studiert, das als 
Bcl-2-Antisense-Modell gilt [Pepper, 1999]. Es stellten sich als weitere Fragen, 
(4) ob sich die von Pepper et al. beschriebenen Effekte reproduzieren lassen, 
(5) ob und, wenn ja, welche CpG-Effekte identifiziert werden können, (6) ob eine 
Wirkung auf die Apoptose der Tumorzellen erreicht werden kann und (7) ob in 





1.2  Apoptose 
 
1.2.1  Biologisches Phänomen und morphologische Kennzeichen 
 
Vielzellige Organismen sind darauf angewiesen, überzählige oder gefährliche 
Zellen eliminieren zu können. In besonderer Weise trifft dies auf den komplexen 
Organismus des Menschen mit seinen etwa 1014 Zellen zu, der nur dank einer 
fein regulierten Homöostase zwischen Zellproliferation und Zelltod Bestand hat. 
Schätzungen zufolge hätte ein Mensch im Alter von 80 Jahren zwei Tonnen 
Knochenmark und Lymphknoten sowie einen 16 km langen Darm, wenn die 
Zellteilungen nicht durch eine natürliche Absterberate der Zellen balanciert wür-
den [Melino, 2001]. Zu diesem Zweck entstand früh in der Evolution der Vielzel-
ler ein genetisch verankertes Programm des natürlichen Zelltodes, der daher 
auch als „programmierter Zelltod“ oder „Suizid der Zelle“ bezeichnet wird.  
 
Obwohl der Embryologe Carl Vogt bereits 1842 das Phänomen des program-
mierten Zelltodes entdeckt hatte [Clarke, 1996], fand es erst in der zweiten Hälf-
te des 20. Jahrhundert breites Interesse unter Forschern. John Kerr begann An-
fang der siebziger Jahre mit elektronenoptischen Untersuchungen des pro-
grammierten Zelltodes. Er wollte die damals gängige Hypothese überprüfen, 
wonach der Zelltod durch einen “Suizidcocktail“ aus lysosomalen Enzymen her-
beigeführt werde. Jedoch beobachtete er, dass die Lysosomen im Rahmen des 
Zelltodes intakt blieben und statt dessen andere Phänomene sichtbar wurden: 
Die Kernporen schlossen sich in Gruppen zusammen, Membranvesikel schnür-
ten sich ab und die Zelle wurde schließlich von Phagozyten inkorporiert und in 
Heterophagosomen abgebaut [Kerr, 1972].  
 
Im Gegensatz zur pathologischen Form des Zelltodes, der Nekrose, kam es bei 
dieser physiologischen Form nicht zu einer inflammatorischen Reaktion des 
umgebenden Gewebes. Kerr prägte für diesen Zelltod den Begriff „Apoptose“ in 
Anlehnung an die griechische Bezeichnung des herbstlichen Blätterfalls 
(απόπτοσις, apoptosis). Die wesentlichen morphologischen Unterschiede zwi-








Morphologische Phänomene Apoptose Nekrose 
Membranöse Vesikel  
Kondensation des Chromatins  
DNA-Fragmentierung 
Zytoplasmatische Vakuolen 












Tab. 1.1: Synopsis morphologischer Unterschiede zwischen apoptotischem und 
nekrotischem Zelltod. Es sind nur die wichtigsten, klassischen Unterschiede ge-
nannt. DNA = Desoxyribonukleinsäure. 
 
 
Der Vorgang der Apoptose läuft so rapide ab – etwa 20 mal schneller als die 
Mitose -, dass zu einem gegebenen Zeitpunkt bei mikroskopischer Untersu-
chung nur vereinzelte Zellen einer Kultur in Apoptose befindlich sind. Umso we-
niger darf die biologische Bedeutung dieses Phänomens unterschätzt werden. 
In den drei Dekaden seit Kerrs Entdeckung wurden apoptotische Zelluntergänge 
in einer Reihe physiologischer Vorgänge beschrieben. Zu diesen gehören die 
Organbildung in der Embryogenese (z.B. die Ausbildung der Interdigitalfalten, 
die Rekanalisation der primär atretischen Hohlorgane oder der Untergang von 
Orientierungszellen nach Aussprossung neuronaler Axone), die Zellmauserung 
von Geweben mit hohem Zellumsatz (z.B. Knochenmark, Haut, Epithel von 
Hohlorganen), die numerische Atrophie einiger endokriner Organe im Alter, die 
negative Selektion autoreaktiver B- und T-Lymphozyten sowie die zytotoxische 
Wirkung CD8-positiver T-Lymphozyten.        
 
 
1.2.2  Molekulare Mechanismen 
 
Jede Körperzelle besitzt die zur Apoptose erforderlichen Proteine. Damit der 
Zelltod bei Bedarf schnell vonstatten gehen kann, werden diese Proteine konsti-
tutiv exprimiert. Eine spontane, unkontrollierte Apoptose wird dadurch verhin-
dert, dass die Proteine entweder als inaktive Vorstufen vorliegen oder sich in 
zellulären Kompartimenten befinden, wo sie nicht wirksam werden. Es bedarf 
eines spezifischen Stimulus, um den apoptotischen Prozess zu induzieren. Die 
Apoptose kann schematisch in drei Schritte unterteilt werden: Induktion, Regula-
tion und Termination. Dem Verständnis halber bietet es sich an, mit der gemein-






a) Termination der Apoptose 
 
Jede Apoptose endet in den oben aufgelisteten strukturellen Veränderungen der 
Zelle (s. Tab. 1.1). Sie werden durch spezifische Enzyme hervorgerufen, die 
Caspasen genannt werden [Earnshaw, 1999]. Die Familie der Caspasen um-
fasst derzeit 14 homologe Enzyme, die einen Cystein-Rest in ihrem aktiven 
Zentrum tragen und ihre Substrate am Carboxy-Terminus eines Aspartat-Rests 
hydrolysieren (daher der Name „C(ystein)asp(artat)ase“). Rein nomenklatorisch 
gehören zu dieser Familie auch die Caspasen 1, 4 und  5, die allerdings bei der 
Apoptose keine Rolle spielen, sondern als Zytokine die Reifung von Immunzel-
len fördern. Alle anderen Caspasen sind für die Apoptose relevant und lassen 
sich nach ihrer Funktion in zwei Klassen einteilen: in Initiator-Caspasen, die an 
der Induktion der Apoptose mitwirken (z.B. Caspase-8 und -9), und Effektor-
Caspasen, welche die Termination einleiten. Die wichtigsten Effektor-Caspasen 
sind Caspase-3, -6 und -7. Eine Hemmung dieser Enzyme verhindert in den 
meisten Zellen die Apoptose [Earnshaw, 1999].  
 
Die Effektor-Caspasen haben überwiegend Substrate, deren Spaltung direkt 
oder indirekt die strukturelle Integrität einer Zelle zerstören. Zu den über 100 
bekannten Substraten gehören zytoskelettale Proteine wie Fodrin und Gelsolin 
[Kothakota, 1997], diverse DNasen, die dadurch aktiviert werden und DNA ab-
bauen [Wyllie, 1980], aber auch DNA-Reparaturenzyme, die durch Caspasen 
blockiert werden [Lazebnik, 1994] sowie das Protein PAK 2, das die Abschnü-
rung der Membranvesikel bewirkt [Rudel, 1997].  
 
b) Induktion der Apoptose 
 
Die Apoptose-Stimuli lassen sich schematisch in zwei Gruppen einteilen: (1) 
spezifische Liganden membranständiger Todesrezeptoren (death receptor 
pathway oder extrinsic pathway) und (2) Mangel an Überlebensfaktoren bzw. 
Überschuß an zytotoxischen Faktoren, was über vielfältige Mechanismen die 
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien bewirkt (mitochondrial 
pathway oder intrinsic pathway).  
 
Der death receptor pathway wir durch Liganden der Tumornekrosefaktor (TNF)-
Rezeptor-Familie initiiert. Werden diese Rezeptoren aktiviert, so trimerisieren sie 
und aktivieren ihrerseits durch ihre zytoplasmatischen Domänen (death do-
mains) intrazelluläre Adapterproteine. Diese wiederum aktivieren Caspase-8, die 





tormechanismen in Gang. Das bekannteste Beispiel für diesen Mechanismus ist 
die Bindung von Fas-Ligand (FasL) and den Fas-Rezeptor (CD95). 
 
Der mitochondrial pathway ist dadurch gekennzeichnet, dass die Permeabilität 
der mitochondrialen Membranen zunimmt. Durch eine Konformationsänderung 
regulatorischer Proteine wird auf noch ungeklärte Weise bewirkt, dass bestimm-
te Proteine aus den Mitochondrien in das Zytosol diffundieren. Das entschei-
dende Protein in diesem Zusammenhang ist Cytochrom C, welches in gesunden 
Zellen die Funktion der oxidativen Energiegewinnung innehat [Shimizu, 1999]. 
Befindet sich Cytochrom C jedoch im Zytosol, wirkt es als Apoptosesignal und 
bindet an Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1), was zu einer ATP-
abhängigen Aktivierung von Caspase-9 führt. Diese aktiviert ihrerseits die Effek-
tor-Caspasen 3 und 7, womit die gemeinsame Endstrecke beider Apoptosewege 
erreicht ist. Die anderen Proteine, welche gemeinsam mit Cytochrom C aus dem 
mitochondrialen ins zytosolische Kompartiment diffundieren, scheinen den Pro-
zess zu verstärken: AIF (apoptosis inducing factor) [Susin, 1999], Smac/DIABLO 
[Du, 2000; Verhagen, 2000] und die Endonuklease G, die bei der DNA-Spaltung 
mitwirkt [Li, 2001].  
 
Über den mitochondrial pathway wirken wichtige Apoptoseinduktoren wie etwa 
freie Sauerstoffradikale, exzitatorische Neurotransmitter wie Glutamat, zytotoxi-
sche Chemotherapeutika, Kortikosteroide, Viren und ionisierende Strahlung (Ü-
bersicht bei Kaufmann 2000). Bei einigen Zytostatika ist inzwischen erwiesen, 
dass auch der Fas-Rezeptor und damit der death receptor pathway eine Rolle 
spielt [Kaufmann, 2000].  
 
c) Regulation der Apoptose 
 
In beiden oben skizzierten Apoptosewegen gibt es redundante Möglichkeiten 
der Regulation. Eine Proteinfamilie namens IAP (inhibitor of apoptosis proteins) 
vermag durch die Blockade der Effektor-Caspasen 3 und 7 beide Apoptosewege 
gleichermaßen zu hemmen [Deveraux, 1999]. Zusätzlich hat jeder der beiden 
Apoptosewege noch eigene Regulatoren. Der death receptor pathway wird z.B. 
durch cFLIP (cellular FLICE like inhibiting protein) kontrolliert, der mitochondrial 
pathway hauptsächlich durch die Proteine der Bcl-2-Familie, allen voran Bcl-2, 
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der molekularen Mechanismen apoptoti-
schen Zelltodes. Die dicken schwarzen Pfeile markieren die beiden Hauptwege 
der Apoptose, die in der Aktivierung der Caspasen 3 und 7 konvergieren. Die 
grauen Zylinder in der äußeren Mitochondrienmembran repräsentieren die als 
Mono- oder Dimere vorliegenden Proteine Bax, Bcl-2 und Bcl-xL (Genaueres s. 
Seite 7f). Grau und kursiv gekennzeichnet sind die apoptosehemmenden Fakto-
ren. AIF = Apoptosis inducing factor. Apaf-1 = Apoptosis activating protease-1. 
ATP = Adenosintriphosphat. cFLIP = cellular FLICE like inhibiting protein. 
DIABLO = direct IAP binding protein with low pI (= Smac). Fas = CD95. FasL = 
Fas-Ligand. FADD = Fas death domain. Smac = Second mitochondria derived 






Bcl-2 ist das zentrale Regulationsprotein des mitochondrial pathway, aber auch 
der Apoptose im Ganzen. Die Bezeichnung geht darauf zurück, dass es erst-
mals in B-Zell-Lymphomen gefunden wurde (b-cell lymphoma) [Tsujimoto, 
1984]. Das Gen bcl-2, zur Unterscheidung vom dadurch kodierten Protein klein 
geschrieben, gilt als Protoonkogen.  
 
Auf die Struktur und Funktion von Bcl-2 und seinen homologen Proteinen soll 
hier näher eingegangen werden, da es sich um die funktionell wichtigsten und 
am besten untersuchten Regulatoren der Apoptose handelt. Die Familie der 
nach Bcl-2 benannten Proteine umfasst zur Zeit 15 identifizierte Homologe, de-
nen gemeinsam ist, dass sie mindestens eine von vier konservierten Domänen 
besitzen, die als „BH1“ bis „BH4“ (für Bcl-2-homologe Domänen) bezeichnet 
werden (s. Abb 1.2). Über die BH3-Domäne können alle Familienmitglieder an-
einander binden und dadurch die funktionell aktiven Homo- und Heterodimere 
bilden.  
 
Betrachtet man die Funktion der Proteine aus der Bcl-2-Familie, so kann man 
sie schematisch in eine anti-apoptotische und zwei pro-apoptotische Gruppen 
einteilen. Die anti-apoptotischen Proteine enthalten entweder alle vier BH-
Domänen (z.B. Bcl-2 und Bcl-xL) oder wenigstens BH1 und BH2  (z.B. Bcl-w, 
Mcl-1 und A1). Die pro-apoptotischen Proteine teilen sich auf in die Bax-
Unterfamilie, deren Proteine BH1, BH2 und BH3 enthalten (z.B. Bax, Bak, Bok) 
und die BH3-only-Familie, deren Mitglieder nur die BH3-Domäne enthalten (z.B. 
Bik, Blk, Bad, Bim, Bid). BH3 scheint also eher für die pro-apoptotische Funkti-
on, BH1 und BH2 dagegen für die anti-apoptotische Funktion relevant zu sein 
 
Sämtliche Proteine der Bcl-2-Familie besitzen einen Membrananker, sind also 
membranassoziierte Proteine. Man findet sie überwiegend in der äußeren 
Membran des Mitochondriums, wo sie die Aufgabe haben, die Freisetzung von 
Cytochrom C aus dem Mitochondrium zu kontrollieren. Damit regulieren sie ei-
nen entschiedenden Schritt im Ablauf der Apoptose, wie oben bereits erläutert. 
Wie genau die Proteine ihre Funktionen ausüben, ist unbekannt und Gegens-
tand intensiver Forschung [Finkel, 2001]. Am wahrscheinlichsten ist die Theorie, 
dass sie die Ionenpermeabilität der mitochondrialen Membran regulieren, indem 
sie den spannungsabhängigen Anionenkanal (VDAC, voltage dependent anion 
channel) öffnen und schließen [Shimizu, 1999]. Allerdings ist noch unklar, wie 
aus diesem normalerweise kleinen und nur für Ionen durchlässigen Kanal 
großmolekulare Proteine wie Cytochrom C diffundieren können [Hengartner, 





apoptotischen Proteinen ist, die über Leben und Tod der Zelle entscheidet. Da-
bei wird die Dominanz der einen oder anderen Fraktion sowohl über die Ge-
nexpression als auch über posttranslationale Modifikation − im wesentlichen 
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der drei Hauptgruppen aus der homologen 
Bcl-2-Proteinfamilie, der anti-apoptotischen Bcl-2-Gruppe, der pro-apoptotischen 
Bax-Gruppe und der pro-apoptotischen BH3-only-Gruppe. Schwarz unterlegt 
sind die evolutionär konservierten Homologie-Domänen (BH = Bcl-2-homologe 
Domänen). Weiß unterlegt ist die hydrophobe Transmembrandomäne. Für Bcl-2 
sind auch die Phosphorylierungsdomänen mit Pfeilen gekennzeichnet. Eine 
kleine Untergruppe anti-apoptotischer Proteine, die nur BH1 und BH2 enthalten 
(z.B. Bcl-w, A1), ist hier nicht dargestellt. 
 
 
1.2.3  Pathogenetische Bedeutung der Apoptose 
 
In den letzten Jahren wurde nicht nur entdeckt, wie komplex die molekularen 
Mechanismen der Apoptose sind, sondern auch mehr und mehr Anzeichen da-
für gefunden, dass Fehler in der Apoptoseregulation eine wesentliche Rolle in 
der Pathogenese und Prognose von Krankheiten spielen können. Einerseits gibt 
es Krankheiten, die mit einer übermäßigen Apoptose bestimmter Zellen assozi-
iert sind − im folgenden „hyperapoptotische Krankheiten“ genannt. Hierzu gehö-





kungen sowie die HIV-Infektion und die Ethanol-Toxikopathie. Andererseits sind 
viele Krankheiten mit einer verminderten Apoptoserate einzelner Zellen assozi-
iert − entsprechend „hypoapoptotische Krankheiten“ genannt. Dazu gehören 
viele Virusinfektionen, Autoimmunerkrankungen und Tumoren.  
 
 
Hyperapoptotische Krankheiten  Hypoapoptotische Krankheiten 
1. Neurodegenerative Erkrankungen 1. Manche Virusinfektionen  
     (z.B. Adenoviren) 
2. Ischämische Erkrankungen  
    und Reperfusionssyndrom 
 2.  Autoimmunerkrankungen  
      (z.B. Multiple Sklerose) 
3. Myelodysplastisches Syndrom  
    und aplastische Anämie 
4. Ethanol-Toxikopathien  
    (z.B. Ethanol-Hepathopathie) 
5. Humanes Immundefizienz- 
    Virus (HIV) 
3.  Tumore/Neoplasien  
     (z.B. die chronische lymphatische  
Leukämie vom B-Zelltyp, B-CLL) 
 
Tab. 1.2: Klassifikation wichtiger Krankheitsgruppen nach der pathogenetischen 
Bedeutung von Defekten im apoptotischen Zelltod. Hyperapoptotische Krankhei-
ten sind durch eine übermäßige spontane Apoptoserate bestimmter Zellen ge-
kennzeichnet, hypoapoptotische Krankheiten hingegen durch eine verminderte 
spontane und induzierbare Apoptoserate. Die Auflistung hat exemplarischen 
Charakter und beansprucht keine Vollständigkeit. 
  
 
Die vorliegende Arbeit stellt die Rolle der Apoptose im Rahmen maligner Tumo-
ren in den Mittelpunkt des Interesses. Tumore wurden lange Zeit nur als Erkran-
kungen des Zellzyklus angesehen, nämlich als Folgen einer unkontrollierten 
Zellproliferation. Inzwischen ist erkannt worden, dass Tumore sich auch oder 
sogar in erster Linie durch Immortalisierung und Resistenz gegenüber Apopto-
sestimuli auszeichnen.  
 
Tumorzellen gewinnen einen Selektionsvorteil gegenüber gesunden Zellen, 
wenn sie durch Mutationen eine größere Apoptoseresistenz entwickeln [Thomp-
son, 1995]. Folgende Phänomene weisen auf den hohen Selektionsdruck hin, 
dem Tumorzellen in dieser Hinsicht ausgesetzt sind: (1) Die beschleunigte Proli-
feration von Tumorzellen führt zu einer relativen Ischämie im gefäßfernen Tu-





kennt anfangs maligne entartete Zellen und lanciert eine zytotoxische T-
Zellantwort gegen sie, die über Fas oder Granzyme B die Apoptose herbeiführt; 
(3) Metastatischen Tumorzellen fehlen die parakrinen Überlebensfaktoren ihres 
Ursprungsgewebes, wodurch die Schwelle zur Apoptose sinkt; (4) Durch die 
unkontrollierte Proliferation sowie durch Chemo- und Radiotherapie entstehen 
Zellschäden wie etwa DNA-Strangbrüche, die Apoptose-auslösend wirken kön-
nen. Dieser Selektionsdruck in Verbindung mit der erhöhten Mutationsrate ma-
ligner Tumorzellen mag die Häufung genetischer Ereignisse erklären, die zu 
einer verstärkten Apoptoseresistenz bei diesen Zellen führen. 
 
 
1.2.4 Pathogenetische Bedeutung von Bcl-2  
 
Die vorliegende Arbeit fokussiert auf die Rolle von Bcl-2 in der Apoptose malig-
ner Zellen, weil Bcl-2 das funktionell wichtigste und am genauesten charakteri-
sierte regulatorische Protein der Apoptose darstellt. Bcl-2 wurde entdeckt, als 
die breakpoint cluster region der in 80 Prozent aller follikulären Lymphomen vor-
kommenden Translokation t(14;18) untersucht wurde: Das bcl-2-Gen transloziert 
hierbei von Chromosom 18 (18q21) auf Chromosom 14 (14q32) und gerät damit 
unter den Einfluss des dortigen Enhancers der schweren Immunglobulin-Kette 
Eµ [Tsujimoto, 1984]. Dadurch kommt es zu einer Überexpression von Bcl-2 mit 
resultierender Apoptoseresistenz der Lymphomzelle.  
 
Bcl-2 ist ein 239 Aminosäuren umfassendes und 26 kDa schweres Protein, das 
vor allem in der äußeren Mitochondrienmembran, aber in geringerer Menge 
auch in den Membranen des Kerns und des glatten endoplasmatischen Retiku-
lums lokalisiert wurde [Krajewski, 1993]. Neben seiner anti-apoptotischen Funk-
tion blockiert es auch den Eintritt der Zelle in den Zellzyklus und arretiert die Zel-
le in der G0-Phase [Vairo, 2000]. Beide Effekte werden allerdings durch 
verschiedene Domänen des Bcl-2-Proteins ausgeführt [Huang, 1997].    
 
Beim gesunden Erwachsenen wird Bcl-2 lediglich in solchen Zellen exprimiert, 
die durch eine lange Lebensdauer gekennzeichnet sind [Hockenbery, 1991]. 
Dazu gehören postmitotische Neurone, Regenerationszellen epithelialen Gewe-
bes (z.B. in der Kryptenbasis des Darmepithels oder im Stratum germinale der 
Epidermis) und alle hämatologischen Stammzellen. Im Gegensatz zu letzteren 
sind ausdifferenzierte Blutzellen im allgemeinen Bcl-2-negativ [Blandino, 1997]. 
Ausnahmen bilden die langlebigen B-Gedächtniszellen [Nunez, 1991] sowie ei-





sunden Menschen wird Bcl-2 zwar exprimiert, aber im Gegensatz zu seiner Ex-
pression in Tumorzellen nur schwach. Daher gilt die Bcl-2 als weitgehend tu-
morselektives Protein. 
 
Wichtige Erkenntnisse zur physiologischen Funktion von Bcl-2 stammen von 
transgenen Mausmodellen. Bcl-2-Knockout-Mäuse erscheinen bei Geburt nor-
mal, entwickeln jedoch eine Hypopigmentierung der Haare, eine polyzystische 
Nierenerkrankung, neuronale Degenerationen und Darmdistorsionen [Veis, 
1993]. Als Ursache hierfür konnte ein apoptotischen Zelluntergang der Melano-
zyten, Nierenepithelzellen, Neurone und Darmepithelzellen nachgewiesen wer-
den. Das Immunsystem ist durch eine gesteigerte Apoptose T- und B-Zell-
depletiert, was zur Involution von Thymus und Milz führt. Dennoch überleben 
Bcl-2-Knockout-Mäuse im Gegensatz zu Bcl-xL-Knockout-Mäusen, die in utero 
durch exzessive Apoptose von Nervenzellen sterben [Motoyama, 1995].  
 
Transgene Mäuse, die Bcl-2 überexprimieren, haben ein hyperplastisches 
lymphatisches Kompartiment mit Vergößerung der weißen Milzpulpa und der 
Follikelzentren in Lymphknoten [McDonnell, 1989]. Die Hyperplasie beruht auf 
einer Akkumulation kleiner, reifer B-Zellen mit verlängerter Überlebenszeit und 
Resistenz gegenüber einer Vielzahl von Apoptosestimuli. Auch reaktive Plas-
mazellen und T-Zellen sind in diesen Mäusen vermehrt, was zu einem autoim-
munen, dem Lupus erythematodes ähnelnden Krankheitsbild führt [O'Connor, 
1999]. Bcl-2-transgene Mäuse entwickeln nur selten und erst nach einer länge-
ren Zeit Lymphome [Strasser, 1990]. 
 
Während die physiologische Funktion von Bcl-2 durch transgene Mausmodelle 
nur indirekt erhellt werden kann, ist über die pathologische Rolle von Bcl-2 in 
menschlichen Tumoren mehr bekannt. Das Protein wird in den meisten huma-
nen Non-Hodgkin-Lymphomen (z. B. großzelliges Lymphom, Mantelzell-
lymphom) und Leukämien (CLL, AML) überexprimiert, nicht jedoch im Hodgkin-
Lymphom [Zutter, 1991]. Auch in zahlreichen soliden Tumoren (v.a. Mamma-, 
Prostata-, Magen-, Lungen-, kolorektales Karzinom und Melanom) wurde eine 
Überexpression von Bcl-2 festgestellt [Reed, 1995; Blandino, 1997]. Die Ursa-
che der Bcl-2-Überexpression in Tumoren scheint nur in den oben erwähnten 
follikulären Lymphomen die klassische interchromosomale Translokation zu 
sein, in den anderen Fällen eher eine Induktion über den Bcl-2-Promotor [Blan-
dino, 1997] oder eine pathologische Hypomethylierung des Promotors [Hanada, 
1993]. Die Hochregulation von Bcl-2 kann je nach Tumor ein frühes [Bronner, 





nese sein. Die Bcl-2-Überexpression als solche reicht in den wenigsten Fällen 
für die Entstehung eines Tumors aus. Unteruchungen an gesunden Probanden 
ergaben, dass t(14;18)-Translokationen mit Bcl-2-Überexpression sogar bei bei 
Gesunden vorkommen und mit dem Alter zunehmen [Yang, 1996]. Es müssen 
also weitere Faktoren hinzukommen, damit aus den Bcl-2 überexprimierenden 
Zellen Tumorzellen werden. Untersuchungen mit doppelt transgenen Mäuse 
haben gezeigt, dass erst die Kombination einer Überexpression von Bcl-2 und 
einem proliferationsstimulierenden Onkogen wie c-myc lymphatische Tumoren 
entstehen lässt [Strasser, 1990]. 
 
So umstritten die Rolle von Bcl-2 in der Tumorinitiation ist, so klar ist sie in der 
Tumorprogression. Ist die Zelle einmal maligne transformiert, schützt Bcl-2 sie 
vor der Apoptose [O'Connor, 1999]. Kein anderer Faktor wurde so oft mit Che-
moresistenz assoziiert wie eine Bcl-2-Überexpression. Die Resistenz maligner 
Zellklone gegenüber Zytostatika ermöglicht es ihnen, neue genetische Aberrati-
onen zu akkumulieren und somit noch aggressivere Klone hervorzubringen. Die 
Chemotherapie wird also durch Apoptosehemmer wie Bcl-2 gleichsam von einer 
zytotoxischen zu einer zytoreduktiven Therapie abgemildert, und das Resultat 
ist ein Rezidiv mit noch aggressiveren, multiresistenten Zellklonen [Reed, 1995]. 
Interessanterweise wurde erst durch die Entdeckung von Bcl-2 und dessen Fä-
higkeit, Zellen chemoresistent zu machen, erkannt, dass sämtliche Zytostatika 
und Strahlentherapien ihre Wirkung durch die Induktion von Apoptose und nicht 
Nekrose ausüben [Kaufmann, 2000]. In vielen Tumoren wurde Bcl-2 als prog-
nostischer Indikator für das Ansprechen des Tumors auf eine Chemotherapie 
etabliert [Yang, 1996]. 
 
Auf Grund dieses experimentellen und klinischen Wissens stellt Bcl-2 ein attrak-
tives Angriffsziel für neue Therapieformen von Tumoren dar. Sowohl in vitro als 
auch in vivo ist gezeigt worden, dass eine experimentelle Bcl-2-Reduktion die 
spontane Apoptoserate einiger Tumorzellen steigern und ihre Sensitivität ge-
genüber Zytostatika erhöhen kann (s. Kapitel 1.4.2). Dies wurde insbesondere 
bei der chronischen lymphatischen Leukämie vom B-Zelltyp (B-CLL) gezeigt, die 
als Prototyp derjenigen Tumore gilt, in denen die Bcl-2-Überexpression und re-
sultierende Apoptoseresistenz wesentlich zur Pathogenese und Progression 
beitragen. Warum gerade die B-CLL sich für diese Therapieform eignet, soll im 
nächsten Kapitel durch eine Einführung in die Klinik und Biologie dieser Erkran-







1.3  Chronische lymphatische Leukämie vom B-Zelltyp (B-CLL)  
 
1.3.1  Klinik der B-CLL 
 
Die B-CLL ist in westlichen Ländern mit einer Inzidenz von 3 pro 100 000 Ein-
wohner die häufigste Form der Leukämie bei Erwachsenen. Männer erkranken 
doppelt so häufig wie Frauen. Das mediane Alter bei der Erstdiagnose beträgt 
65 Jahre, wobei der Anteil junger Patienten in den letzten Jahren gestiegen ist, 
was auf häufigere Blutbilduntersuchungen in diesem Kollektiv zurückgeführt wird 
[Hallek, 2001 b]. Die Ätiologie ist ungeklärt. Es gibt im Gegensatz zu anderen 
Leukämien keine Hinweise auf eine Rolle exogener Noxen. Eine genetische 
Prädisposition gilt als sicher, da das Erkrankungsrisiko bei Verwandten ersten 
Grades 2- bis 7-fach erhöht ist [Hamblin, 1998]. 
 
Die B-CLL wird oft inzidentell in einem symptomlosen Stadium entdeckt. Erste 
Symptome sind zumeist schmerzlose Lymphknotenschwellungen. In späteren 
Stadien leiden die Patienten unter den Folgen der Knochenmarkinfiltration, ins-
besondere unter Blutungsneigung, Anämie und Infekten. Eine B-Symptomatik 
kommt nur bei einem kleinen Teil der Patienten vor, zumeist erst in fortgeschrit-
tenen Stadien und bei bulky disease. Oft entwickelt sich im Lauf der Erkrankung 
eine ausgeprägte Hypogammaglobulinämie, die zusammen mit der immunologi-
schen Inkompetenz des malignen B-Zellklons die Infektneigung verstärkt. Häufi-
ge Komplikationen sind Autoimmunzytopenien − meist autoimmunhämolytische 
Anämien und Thrombozytopenien, seltener Neutropenien und Erythrozytope-
nien. Der Krankheitsverlauf ist äußerst heterogen und schwer vorherzusagen. In 
fünf Prozent der Fälle findet eine Transformation in eine Prolymphozyten-
Leukämie oder ein hochmalignes Non-Hodgkin-Lymphom statt (Richter-
Syndrom). Die Patienten haben ein erhöhtes Risiko, an Zweitneoplasien zu er-
kranken (v.a. Bronchialkarzinom, malignes Melanom, Karzinome des Gastroin-
testinaltrakts). Die Haupt-Todesursachen sind Blutungen, Infekte und Kachexie.  
 
Für die Diagnse einer B-CLL müssen folgende Laborbefunde vorliegen: 
1. Lymphozytose im peripheren Blut mit ≥  5x109 Zellen/l 
2. Vorherrschen kleiner, morphologisch reif wirkender Lymphozyten 
3. Koexpression typischer B-Zellmarker (CD19, CD23) und des B-CLL-
typischen Markers CD5, aber nur eine schwache Expression von CD20 und 
Oberflächenimmunglobulinen; klonale Restriktion auf einen Typ der Im-






Die Biopsie befallener Lymphknoten ergibt ein charakteristisches histologisches 
Bild: Die normale Lymphknotenarchitektur ist aufgehoben, Keimzentren sind 
nicht mehr erkennbar und die Sinus sind durch Infiltrate kleiner lymphatischer 
Zellen mit verklumptem Chromatin obliteriert [Hallek, 2001 b]. In zehn Prozent 
aller Fälle zeigt sich ein diffuses, in 90 Prozent ein pseudofollikuläres Wachs-
tumsmuster. In Europa wird die B-CLL in Binet-Stadien eingeteilt (s. Tab 1.3). 
 
Stadium Definition medianes Überleben 
A Hb > 10 g/dl und 
Thrombozytenzahl ≥ 100 000 und 
< 3 vergrößerte Lymphknotenregionen 
> 10 Jahre 
B Hb > 10 g/dl und 
Thrombozytenzahl ≥ 100 000 und 
≥ 3 vergrößerte Lymphknotenregionen 
5 Jahre 
C Hb ≤ 10 g/dl  oder 
Thrombozytenzahl < 100 000/µl 




Tab. 1.3: Stadieneinteilung der chronischen lymphatischen Leukämie nach Binet 
[Binet, 1981]. Lymphknoten gelten ab > 1 cm als vergrößert. Zervikale, axilläre, 
inguinale Lymphknoten sowie eine vergrößerte Leber oder Milz gelten je als ei-
ne Lymphknotenregion. Hb = Hämoglobin.   
 
Diese Einteilung hat prognostische und therapeutische Relevanz. Besondere 
Beachtung verdient die smoldering CLL, eine Sonderform des Stadiums Binet A, 
die etwa 30 Prozent dieses Stadiums ausmacht. Sie ist dadurch gekennzeich-
net, dass die Patienten eine im Vergleich zur Normalbevölkerung kaum 
reduzierte Lebenserwartung haben. Neben den Binet-Stadien gibt es eine Reihe 
weiterer prognostisch bedeutsamer Faktoren. Folgende Parameter weisen auf 
einen ungünstigen Krankheitsverlauf hin:  
 
- erhöhte Serum-Thymidinkinase (s-Tk) 
- erhöhtes β2-Mikroglobulin im Serum (β2M) 
- initiale Lymphozytenzahl > 50 x 109 Zellen/l 
- Lymphozytenverdoppelungszeit < 12 Monaten 
- diffuse Typ der Knochenmarksinfiltration 
- erhöhte Laktatdehydrogenase im Serum 





- zytogenetische Aberrationen: 11q23, 17p13, Trisomie 12 
- schlechter körperlicher Allgemeinzustand 
- fehlendes Ansprechen auf die initiale Chemotherapie mit Alkylantien 
  
Die B-CLL ist eine bislang unheilbare Erkrankung. Der einzige kurative Ansatz 
ist die zur Zeit noch experimentelle myeloablative Hochdosis-Chemotherapie mit 
allogener Knochenmarks- oder autologer Stammzellentransplantation. Zwar 
können mit einer allogenen Transplantation hohe Remissionsraten erzielt wer-
den, jedoch ist die therapieassoziierte Mortalität sehr hoch. Die Rate therapie-
bedingter Todesfälle ist bei der autologen Transplantation hingegen niedriger, 
dafür kann die Verunreinigung des autologen Transplantats durch Leukämiezel-
len nicht ganz ausgeschlossen werden und begründet eine höhere Rezidivge-
fahr. Aus diesen Gründen wird derzeit nur bei geeigneten, motivierten Patienten 
unter 60 Jahren eine autologe Transplantation im Rahmen klinischer Studien 
empfohlen. Die allogene Transplantation wird aus Gründen der Toxizität auf the-
rapierefraktäre Patienten beschränkt [Hallek, 2001 a].   
 
Die Chemotherapie verfolgt eine palliativen Zielsetzung. Das alkylierende Zytos-
tatikum Chlorambucil wurde bisher am häufigsten eingesetzt. Damit werden bei 
30 bis 70 Prozent aller nicht anbehandelten Patienten Remissionen erzielt, die 
jedoch nur in drei Prozent komplett sind [Hallek, 2001 a]. Chlorambucil eignet 
sich wegen der oralen Applikationsform zur ambulanten Therapie. Mit dem Puri-
nanalogon Fludarabin hingegen lassen sich bei der Erst- und Rezidivbehand-
lung höhere Ansprechraten erzielen: Remissionen sind bei 70 bis 80 Prozent 
der unvorbehandelten und 13 bis 67 Prozent der vorbehandelten Patienten zu 
sehen, komplette Remissionen bei 23 bis 37 Prozent der nicht vorbehandelten 
und ebenfalls bis zu 37 Prozent bei vorbehandelten Patienten [Byrd, 1998; Hal-
lek, 2001 a]. Fludarabin-haltige Kombinationen mit Mitoxantron und/oder Cyc-
lophosphamid sind auch noch im Rezidiv gut wirksam. So zeigte die Kombinati-
on von Fludarabin und Mitoxantron in einer Phase-II-Studie bei rezidivierter B-
CLL eine Ansprechrate von 81 Prozent und eine Häufigkeit kompletter Remissi-
onen von 25 Prozent [Emmanouilides, 1998]. Rezidive stellen bei der B-CLL das 
Hauptproblem dar, da die Patienten nach der Primärtherapie oft eine Teil- oder 
Vollresistenz gegen Alkylanzien und Purinanaloga entwickeln. Das mediane 
Überleben nach Primärtherapie beträgt deshalb nur zwei Jahre.  
 
Noch im experimentellen Stadium befindet sich die Immuntherapie der B-CLL. 
Der Anti-CD20-Antikörper Rituximab (Mabthera) scheint bei der B-CLL weniger 





gefährliche Risiko eines Zytokin-Freisetzungssyndroms [Grillo-Lopez, 1999]. Der 
Anti-CD52-Antikörper CAMPATH-1H (Alemtuzumab) zeigt einen etwas stärke-
ren Effekt und könnte sich zur Therapie einer minimalen Residualerkrankung 
oder zum In-vitro-Purging bei Hochdosis-Chemotherapie eignen [Schulz, 2000]. 
Die große Herausforderung in der B-CLL-Therapie stellt zur Zeit also die Be-
handlung der chemoresistenten Rezidive dar. Will man diese frühzeitig und se-
lektiv unterdrücken, wird eine immunologische oder molekulare Strategie not-
wendig, welche z.B. die für die Chemorsistenz verantwortliche Apoptosehem-
mung angreifen könnte. Hierzu bedarf es jedoch einer genauen Kenntnis der 
Biologie dieser Erkrankung. 
 
 
1.3.2  Biologie der B-CLL 
 
Die B-CLL ist eine klonale Erkrankung, bei der ausdifferenzierte, nicht proliferie-
rende, aber langlebige und apoptoseresistente B-Lymphozyten im peripheren 
Blut und retikulo-endothelialen System (Knochenmark, Lymphknoten, Milz) ak-
kumulieren. Die malignen Zellen der B-CLL exprimieren ähnliche Oberflächen-
marker wie reife B-Zellen in der Mantelzone sekundärer Lymphfollikel. Typisch 
für B-CLL-Zellen ist eine starke Expression von CD5. Bei Gesunden findet man 
CD5-positive B-Zellen außer in Sekundärfollikeln im Epithel von Pleura und Peri-
toneum. Sie produzieren niedrigaffine, polyreaktive natürliche Auto-Antikörper, 
die mit zahlreichen Auto-Antigenen reagieren [Wortis, 2001]. Um diese Zellen 
von den normalen B-Zellen zu unterscheiden, wurden sie B-1-Zellen und die 
CD5-negativen Zellen B-2-Zellen genannt [Kantor, 1991]. B-1-Zellen haben mit 
den malignen B-CLL-Zellen außer der Expression von CD5 weitere Gemein-
samkeiten: eine schwache Expression von CD20, die Fähigkeit zur Bildung von 
Rosetten mit murinen Erythrozyten und die Expression myelomonozytärer Ad-
häsionsproteine. B-1-Zellen sind durch den Kontakt mit Auto-Antigenen anergi-
siert und exprimieren − wie B-CLL-Zellen − nur wenig sIgM. Darauf basiert die 
Hypothese, es handele sich bei der B-CLL um eine maligne Erkrankung anergi-
scher, autoreaktiver, CD5-positiver B-1-Zellen [Caligaris-Cappio, 2000].    
 
Da B-CLL-Zellen zwar MHC II besitzen, aber nur eine minimale Expression der 
kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 aufweisen, sind sie im Gegensatz 
zu gesunden B-Zellen schlechte antigenpräsentierende Zellen (APC). Sie sind 
nicht in der Lage, antigenspezifische T-Zellen effektiv zu stimulieren [Eris, 1994]. 
Darüber hinaus haben sie oftmals einen defekten B-Zell-Rezeptor, was eben-





Mechanismus umgehen sie die Immunüberwachung, die physiologischerweise 
entartete Zellen durch zytotoxische T-Zellen eliminieren würde.  
 
Da die Interaktion von CD40 mit CD154 über den Transkriptionsfaktor NF-κB zu 
einer Hochregulation der kostimulatorischen Proteine CD80 und CD86 in B-CLL 
führt [Furman, 2000], setzt eine neue therapeutische Strategie dort an: Mittels 
retroviralem Gentransfer werden die konstitutiv CD40 exprimierenden B-CLL-
Zellen mit CD154 transfiziert, was über Zell-Zell-Kontakte zu einer Aktivierung 
von CD40, einer Induktion der kostimulatorischen Proteine und letztlich einer T-
Zell-vermittelten Tumorlyse führen soll. Mit diesem Ansatz wurde bereits eine 
Phase-I-Studie durchgeführt, die eine Aktivierung B-CLL-spezifischer zytotoxi-
scher T-Zellen und eine Reduktion der Lymphozytose und Lymphknotengröße 
ohne relevante Nebenwirkungen zeigte [Wierda, 2000]. Es wird spekuliert, dass 
ein ähnlicher Mechanismus in vivo die Autoimmunphänomene bei der B-CLL 
erklären könnte: Werden die zirkulierenden B-CLL-Zellen etwa in der Milz durch 
T-Helferzellen mittels CD154-CD40-Interaktion aktiviert, so präsentieren sie in 
diesem Milieu Antigene degradierter Erythrozyten oder Thrombozyten und ver-
anlassen gesunde B-Zellen zur Produktion von Autoantikörpern gegen diese 
Antigene [Caligaris-Cappio, 2000]. 
 
B-CLL-Zellen weisen zu 82 Prozent chromosomale Aberrationen auf [Dohner, 
2000]. Es gibt aber keine einzige karyotypische Abnormität, die sich konstant in 
allen B-CLL-Formen finden ließ und daher diagnostisch nützlich wäre. Am häu-
figsten ist die Deletion 13q14.3. Während diese Aberration jedoch mit einer 
günstigen Prognose assoziiert ist, zeigen die Trisomie 12 und die Deletion 6q21-
q23 eine ungünstige Prognose an. Ebenfalls ungünstig sind Deletionen in der 
Region 11q22.3-q23.1, die bei ausgedehntem Lymphknotenbefall und aggressi-
ver Verlaufsform gefunden werden und mit Mutationen des Ataxia teleangiecta-
sia-Gens in Zusammenhang gebracht werden [Bullrich, 1999]. Beim Richter-
Syndrom findet man sogar Mutationen von p53 in der Region 17p13.3 [Gaidano, 
1991]. 
 
B-CLL-Zellen sind in der G0-Phase des Zellzyklus arretiert. Die Akkumulation 
der Zellen kommt also nicht durch Proliferation, sondern durch die verlängerte 
Lebensdauer der Zellen zustande. Na+/ H+-Antiporter, die in normalen B-Zellen 
für eine Lipopolysaccharid- oder Mitogen-induzierte Proliferation erforderlich 
sind, sind in B-CLL-Zellen deutlich reduziert. Der G0-Block kann durch die übli-






Die B-CLL ist der Prototyp einer malignen Erkrankung, die durch einen Defekt 
im Apoptose-Mechanismus geprägt ist [Caligaris-Cappio, 1999]. Die Balance 
der Proteine der Bcl-2-Familie ist zu Gunsten eines anti-apoptotischen Gesamt-
effekts verändert: Das anti-apoptotische Bcl-2 ist über- und das pro-
apoptotische Bax unterexprimiert, der Bcl-2/Bax-Quotient damit deutlich erhöht. 
Das anti-apoptotische Bcl-xL wird stark exprimiert, sein pro-apoptotisches Pen-
dant Bcl-xS dagegen schwach. Die Überexpression von Bcl-2 kann bei 76 Pro-
zent aller Patienten bereits früh im Verlauf nachgewiesen werden [Lazaridou, 
2000], ist aber auf molekularer Ebene noch nicht erklärt. Die klassische t(14;18)-
Translokation findet sich im Gegensatz zum follikulären Lymphom bei der B-CLL 
selten [Jonveaux, 1992]. Nur in 7 bis 10 Prozent aller Fälle lässt sich mit dem 
southern blot ein Bcl-2-Genrearrangement nachweisen, wobei die Breakpoint-
Region nicht in der major breakpoint region des Bcl-2-Gens, sondern am 5’-
Ende liegt, und bcl-2 vorzugsweise vor die Leichtkettengene transloziert wird 
[Merup, 1996]. Andererseits gibt es einen Bericht, wonach mit Hilfe der Puls-
feldgelelektrophorese Bcl-2-Genrearrangements in neun von neun CLL-
Patienten nachwiesen wurden [Laytragoon-Lewin, 1998].  
 
Das veränderte Expressionsmuster der Proteine aus der Bcl-2-Familie und e-
ventuell noch weitere, bislang unbekannte Mechanismen erklären die lange Le-
bensdauer der B-CLL-Zellen sowie deren Chemoresistenz in der Rezidivthera-
pie. Eine selektive Apoptoseinduktion in B-CLL-Zellen stellt somit eine attraktive 
therapeutische Option dar und kann an verschiedenen Stellen ansetzen.  
 
Eine der Strategien versucht, wie oben erwähnt, die Immunogenität maligner B-
Zellen zu erhöhen und damit eine spezifische zytotoxische T-Zellreaktion zu 
bahnen. Eine andere Strategie verfolgt die selektive Hemmung der Expression 
von Bcl-2, das eine zentrale Stellung in der Apoptoseresistenz einnimmt und ein 
prognostischer Faktor für den Erkrankungsverlauf ist [Adams, 1998]. Eine Aus-
schaltung der Bcl-2-Funktion könnte entweder zur spontanen Apoptose führen 
oder aber die Zellen für zytotoxische Medikamente sensibilisieren. Bcl-2 eignet 
sich auch deshalb gut für diese Versuche, weil es − wie in Kapitel 1.1.4 bereits 
dargelegt − in gesunden Körperzellen kaum exprimiert wird und damit weitge-
hend tumorselektiv ist. Bcl-2 lässt sich jedoch als intrazelluläres, membrange-
bundenes Protein, das sich in seiner Konformation nur minimal von homologen 
Proteinen derselben Familie unterscheidet, kaum mit den proteinblockierenden 
Pharmaka angreifen. Es bedarf dazu einer subtileren Methode, wie sie auf pa-






1.4  Antisense-Oligonukleotide (Antisense-ODN) 
 
1.4.1  Molekulare Grundlagen der Antisense-Technologie 
 
Die molekularbiologische Revolutionierung der modernen medizinischen For-
schung bringt es mit sich, dass immer mehr Gene entdeckt werden, die an 
Krankheitsprozessen kausal beteiligt sind. In der Tumorforschung wurden auf 
diesem Weg Protoonkogene und Tumorsuppressorgene gefunden, deren Gen-
produkte spezifisch für Krebszellen sind und in gesunden Zellen entweder nicht 
vorkommen oder konstitutiv supprimiert sind. Wenn es gelingen sollte, diese 
pathogenetisch entscheidenden Elemente selektiv in Tumorzellen und idealer-
weise bereits auf DNA- oder RNA-Ebene zu blockieren, stünde damit theore-
tisch eine Therapie mit minimalen Nebenwirkungen zur Verfügung. Vor diesem 
Hintergrund entstanden in den letzten Jahrzehnten neue pharmakotherapeuti-
sche Modelle wie die Gentherapie oder die Antisense-Therapie, Beispiele von 
rational drug design. 
 
Im Gegensatz zur Gentherapie, bei der eine DNA-Sequenz mit Hilfe viraler 
Vektoren in das Wirts-Genom integriert und dadurch die Transkription eines 
Gens vermindert oder verstärkt wird, lässt die Antisense-Technologie das 
Genom unverändert, greift erst auf der Ebene der Translation ein und hemmt die 
Expression eines bestimmten Proteins durch Interaktion mit der protein-
kodierenden RNA (s. Abb. 1.3). Antisense-Oligodesoxyribonukleotide − kurz 
Antisense-ODN − sind einzelsträngige DNA-Moleküle mit einer Länge von 16 bis 
20 Basen [Tamm, 2001]. Sie sind so konstruiert, dass ihre Basen komplementär 
sind zur Basenabfolge einer definierten Ziel-RNA − entweder der heterogenen 
nukleären RNA (hnRNA) oder der Messenger-RNA (mRNA) − [Warzocha, 
1999]. Statistische Berechnungen zeigen, dass eine 15-17mer-
Nukleotidsequenz durchschnittlich nur einmal im Genom vorkommt, so dass ab 
dieser Länge theoretisch eine exquisite Spezifität für die Ziel-RNA gewährleistet 
t [Lebedeva, 2001]. is 
Die ODN binden an die Ziel-RNA über eine Watson-Crick-Basenpaarung und 
bilden eine sogenannte RNA-DNA-Heteroduplex. Wie Experimente zeigten, wird 
dadurch die Translation der RNA blockiert und die Neusynthese des Proteins 
verhindert. Dies hat zur Folge, dass die messbare intrazelluläre Menge des be-
troffenen Proteins mit der Rate seiner Halbwertszeit abnimmt. Wie genau die 
Translation blockiert wird, ist letztlich noch nicht restlos geklärt. Zu einem klei-
nen Teil ist der Effekt auf eine sterische Behinderung des ribosomalen Transla-





5´Capping, 3´Polyadenylierung oder Splicing zurückzuführen [Crooke, 1999]. 
Praktisch bedeutsamer als diese Mechanismen ist jedoch die RNase H, ein ubi-
quitär vorkommendes Enzym, das RNA-DNA-Heteroduplices so angreift, dass 
es den RNA-Anteil degradiert, jedoch den DNA-Anteil intakt lässt [Walder, 






































Abb. 1.3: Wirkungsweise von Antisense-ODN in theoria. Die Abbildung soll 
schematisch eine Zelle mit ihren Kompartimenten Nucleus und Zytoplasma dar-
stellen. Die Expression eines Proteins wird auf der Ebene der heterogenen 
nukleären Ribonukleinsäure (hnRNA) oder der Messenger-Ribonukleinsäure 
(mRNA) durch die Hybridisierung der RNA mit einem Antisense-ODN und die 
anschließende enzymatische RNA-Degradation durch die RNase H verhindert. 








Die Wirkspezifität eines Antisense-ODN wird durch geeignete Negativkontrollen 
empirisch bestimmt. Hierzu werden ODN verwendet, die zwar dieselben Basen 
enthalten wie das Antisense-ODN, jedoch nicht in derselben Reihenfolge. Wer-
den sämtliche Basen randomisiert umverteilt, spricht man von einer scrambled 
control, tauschen zwei Basen analog einer Rochade ihre Plätze innerhalb der 
Sequenz, spricht man von einer mismatch control [Stein, 1998].  
 
Der Antisense-Effekt kann durch Messung der Ziel-RNA oder des entsprechen-
den Proteins nachgewiesen werden. Zum Ausschluss einer unspezifischen Ex-
pressionshemmung muss eine Kontroll-RNA bzw. ein Kontrollprotein mitgemes-
sen werden. Am besten wird dies mit einer homologen RNA bzw. einem homo-
logen Protein durchgeführt, da hierdurch am ehesten intervenierende Variabeln 
nivelliert und eventuelle Effekte auf die reine Sequenz reduzierbar werden. 
 
Die Antisense-Technologie ermöglicht theoretisch eine spezifische Hemmung 
der Expression einzelner Gene und damit eine selektive Elimination einzelner 
Proteine. Dadurch wird die Technologie sowohl methodisch als auch therapeu-
tisch attraktiv. Ein methodisches Hilfsmittel ist sie insofern, als durch die gezielte 
Eliminierung eines Proteins aus Zellen, Geweben und Organismen ähnlich wie 
in einem konditionalen Gen-Knock-out-Modell die Funktion eines bestimmten 
Proteins studiert werden kann. Die therapeutische Anwendung ist für die gesam-
te Medizin von Interesse, wird aber derzeit insbesondere für die Tumortherapie 
untersucht. Hierbei wird versucht, die Expression von Protoonkogenen oder An-
ti-Apoptose-Genen wie des oben beschriebenen bcl-2 zu hemmen. 
 
 
1.4.2  Antisense-Oligonukleotide gegen Bcl-2 
 
Antisense-ODN gegen Bcl-2 waren eine der ersten Antisense-ODN, die über-
haupt untersucht wurden. Die ersten Experimente wurden mit einem 18mer 
durchgeführt, das gegen die ersten sechs Kodone des offenen Leserasters der 
Bcl-2-mRNA gerichtet war [Reed, 1990]. Damit sollte die Bcl-2-Expression in der 
Bcl-2 überexprimierenden leukämischen Zelllinie GM697 [Tsujimoto, 1986] ge-
hemmt werden. Tatsächlich zeigte sich nach drei Tagen Inkubation eine Verrin-
gerung der Zellvermehrung, eine Zunahme toter Zellen sowie eine Abnahme der 
Bcl-2-Expression. Diese ersten Experimente lieferten ein proof of principle, litten 
jedoch noch an methodischen Mängeln, was die Auswahl der Kontrollen und 






In der Folgezeit wurde in verschiedensten Zelllinien eine spezifische Bcl-2-
Antisense-Wirkung demonstriert, so z.B. in Lymphomlinien mit der t(14;18)-
Translokation [Smith, 1995], in Bronchialkarzinom-Linien [Ziegler, 1997; Koty, 
1999], Glioblastom-Linien [Julien, 2000] und Prostatakarzinom-Linien [Miayake, 
2000]. In einem nächsten Schritt wurde der Mechanismus in primären humanen 
Tumorzellen aufgezeigt, z.B. in AML-Blasten [Keith, 1995] und B-CLL-Zellen 
[Pepper, 1999].  
 
In einem Tiermodell wurde eine erfolgreiche Bcl-2-Antisense-Hemmung erst-
mals 1994 veröffentlicht [Cotter, 1994]. Immunologisch inkompetenten Mäusen 
mit einem schweren kombinierten Immundefizienzsyndrom (SCID) war ein hu-
manes Xenograft aus t(14;18)-haltigen Lymphomzellen transplantiert worden. 
Die Mäuse entwickelten nach 28 Tagen ein t(14;18)-positives Lymphom. Wurde 
ihnen jedoch vor der Transplantation eine Dosis Anti-Bcl-2-ODN injiziert, war im 
Gegensatz zu dem Kontroll-ODN nach 28 Tagen kein Lymphom nachzuweisen. 
Mit demselben SCID-Mausmodell demonstrierten andere Forscher den Anti-
sense-Effekt beim maligne Melanom [Jansen, 1998], Merkelzell-Karzinom 
[Schlagbauer-Wadl, 2000], Prostata-Karzinom [Miayake, 2000] und Magenkar-
zinom [Wacheck, 2001]. 
 
Sowohl die in vitro- als auch die in vivo-Experimente belegen, dass Anti-Bcl-2-
ODN sequenzspezifisch und dosisabhängig zu einer Reduktion des messbaren 
Bcl-2-Levels auf RNA- und Proteinebene führen, die klonale Zellproliferation 
verlangsamen, die spontane Apoptoserate erhöhen, das Tumorwachstum hem-
men und das Überleben der Versuchstiere verlängern kann. Allerdings wurden 
die Experimente methodisch äußerst heterogen durchgeführt, wobei die Kon-
zentrationen von 200 nM bis 200 µM reichten. Eine Sensitisierung der Tumor-
zellen gegenüber Zytostatika konnte in manchen Fällen gezeigt werden [Zan-
gemeister-Wittke, 1998; Gleave, 1999], in anderen wiederum nicht [Chi, 2000; 
Duggan, 2001]. 
 
Die erste klinische Studie, die Anti-Bcl-2-ODN beim Menschen untersuchte, 
wurde mit dem ODN G3139 durchgeführt [Webb, 1997; Waters, 2000]. Insge-
samt 21 Patienten mit rezidivierenden Non-Hodgkin-Lymphomen verschiedenen 
Malignitätsgrads und immunhistochemisch gesicherter Bcl-2-Überexpression in 
Lymphknoten bekamen 14 Tage lang das ODN G3139 über eine kontinuierliche 
subkutane Infusion. Die tägliche Dosis wurde von 4,6 mg/m2 (0,1 mg/kg) suk-
zessive bis 195,8 mg/m2 (5,4 mg/kg) erhöht. Dosislimitierend war eine Throm-





kung trat eine lokale Entzündungsreaktion an der Injektionsstelle auf, die einen 
gelegentlichen Wechsel des Injektionsortes notwendig machte, aber nur bei ei-
nem einzigen Patienten zum Abbruch der Studienteilnahme führte. Vereinzelt 
traten Fieber, Hypotension, Asthenie, Lymphopenie, transiente Hyperglykämie 
und eine leichte Erhöhung der Leber- und Nierenwerte auf. 
 
Bei der computertomographischen Untersuchung vier Wochen nach Ende der 
Behandlung hatte ein Patient eine komplette Remission, die über die gesamte 
Nachbeobachtungszeit von drei Jahren anhielt. Weitere zwei Patienten hatten 
eine partielle Remission, neun Patienten hatten unveränderte Werte und die 
restlichen neun litten unter einer Progression. Die Bcl-2-Expression in den 
Lymphomzellen konnte allerdings nur in 16 der 21 Patienten bestimmt werden 
und war nur in sieben von diesen 16 Patienten erwartungsgemäß reduziert.   
 
Eine zweite Phase-I-Studie untersuchte G3139 in Kombination mit Dacarbazin 
an 14 Patienten, die an einem fortgeschrittenen malignen Melanom litten [Jan-
sen, 2000]. Das ODN wurde in 14 Tage dauernden Zyklen intravenös infundiert. 
Die Konzentrationen waren vergleichbar mit denen der oben zitierten Studie, 
ebenso die unerwünschten Wirkungen. Allerdings konnte nun Bcl-2 in seriellen 
Tumorbiopsien mittels eines western blot in allen Proben gemessen werden: 
Eine tägliche Dosis von 1,7 mg/kg führte zu einer Bcl-2-Reduktion um etwa 40 
Prozent sowie einer Erhöhung der spontanen Apoptoserate der Tumorzellen. 
Von den 14 Patienten entwickelte einer eine komplette, zwei eine partielle und 
drei eine geringe Remission. Der Patient mit kompletter Remission hatte vor der 
Therapie eine bulky disease mit extensiver Hautinfiltration und pelvinen Lymph-
knoten von 5 cm Durchmesser. Nach vier Zyklen der Kombinatinstherapie war 
radiologisch und pathohistologisch bei diesem Patienten kein Tumor mehr fest-
zustellen.  
 
Die ersten beiden abgeschlossenen Pilotstudien mit G3139 demonstrieren die 
prinzipielle Möglichkeit therapeutischer Effektivität, ohne in den Bereich dosisli-
mitierender Toxizität zu gelangen. Die klinischen und radiologischen Erfolge 
sind auf Grund der geringen Patientenzahlen nur schwer zu extrapolieren. Der 
molekulare Nachweis, dass G3139 in vivo über einen Antisense-Mechanismus 
wirkt, konnte notabene nicht erbracht werden. Die inflammatorischen Nebenwir-
kungen deuten auf eine Modulation des Immunsystems hin. In beiden Studien 






Warum sind immunologische Untersuchungen wichtig? Betrachtet man die 
Nukleotidsequenz des ODN G3139 (5´-TCTCCCAGCGTGCGCCAT-3´), so fällt 
auf, dass sie zwei sogenannte CpG-Motive besitzt − das sind CG-Dinukleotide 
innerhalb eines definierten Basenkontexts (s. Abb. 1.4) −, wovon seit kurzer Zeit 
bekannt ist, dass diese eine immunstimulatorische Wirkung entfalten können. 
Deshalb soll im folgenden Kapitel genauer auf die Frage eingegangen werden, 



































Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Antisense-Oligonukleotids G3139 und 
seiner Ziel-RNA-Sequenz, der Bcl-2-mRNA an der Translationsinitiationsregion, 
dem Beginn des offenen Leserasters. Das grau dargestellte ODN (oben) hybri-
disiert über die antiparallele Basen-Komplementarität sequenzsspezifisch mit 
der weiß dargestellten mRNA (unten). Die vier Basen sind mit ihren Initialen ab-
gekürzt und unten erklärt. Die beiden CG-Dinukleotide im ODN G3139 sind 













1.5  CpG-Oligonukleotide (CpG-ODN) 
 
1.5.1  Biologisches Konzept 
 
Vor über 100 Jahren beobachtete der New Yorker Chirurg William Coley, dass 
sich ein Weichteilsarkom nach einer Erysipel-Infektion im Bereich des Tumors 
zurückbildete. Darauf hin behandelte er Sarkom-Patienten mit einer intratumora-
len Injektion von Streptokokken-Lysaten − später Coley´s toxin genannt −, die 
bei 45 Prozent seiner Patienten zur Rückbildung der Sarkome führte [Coley, 
1991]. Sein Verfahren stellte die erste Form einer Immuntherapie von Tumoren 
dar. Jahrzehnte lang geriet dieser Therapieansatz in Vergessenheit, bis er ge-
gen Ende des 20. Jahrhunderts wieder entdeckt wurde und zur Entstehung der 
experimentellen Tumorimmuntherapie beitrug. Bakterielle Lysate, wie Coley sie 
verwendet hatte, werden heute allerdings selten eingesetzt. Lediglich beim 
Harnblasen-Karzinom wird die lokale Instillation mitigierter Tuberkelbazillen (so-
genannter „Bacille Calmette-Guérin“, BCG) mit Erfolg praktiziert. 
 
Eine Auftrennung des BCG-Lysats in seine subzellulären Fraktionen zeigte, 
dass die höchste antitumorale Aktivität der DNA-Fraktion zukam [Tokunaga, 
1984]. Wenig später wurde entdeckt, dass bakterielle DNA bei Mäusen antitu-
moral und immunmodulatorisch wirkt, nicht jedoch die DNA von Wirbeltieren 
[Yamamoto, 1992]. Diese Wirkung bakterieller DNA konnte bestimmten Nukleo-
tidsequenzen mit einem zentralen CG-Dinukleotid zugeordnet und mittels syn-
thetischer Oligonukleotide (ODN) imitiert werden [Yamamoto, 1994]. 
 
Gleichzeitig wurde beobachtet, dass ODN, die als Negativ-Kontrollen in Anti-
sense-Experimenten eingesetzt wurden, B-Lymphozyten zur Proliferation anreg-
ten. Auch dieser Effekt konnte auf ein Sechs-Basen-Motiv mit zentralem CG-
Dinukleotid zurückgeführt werden (5´...GACGTC...3´). Für das Basensextett 
wurde die Bezeichnung „CpG-Motiv“ eingeführt, wobei „p“ die Phosphatbindung 
zwischen Cytosin (C) und Guanin (G) bezeichnet. Synthetische ODN mit CpG-
Motiven heißen demnach CpG-ODN [Krieg, 1995].  
 
Der Austausch einer einzigen Base in diesem Sextett führt zum nahezu voll-
ständigen Wirkungsverlust, ebenso wie die Methylierung der Base Cytosin. Mit 
der letztgenannten Entdeckung war eine Erklärung gefunden, warum Vertebra-
ten-DNA im Gegensatz zu bakterieller und synthetischer DNA keine immunmo-
dulatorischen Effekte aufwies: Bei Wirbeltieren sind nämlich die Cytosin-Basen 





eine experimentell herbeigeführte Cytosin-Methylierung die Effekte bakterieller 
DNA oder synthetischer ODN auf das Immunsystem blockiert werden [Stacey, 
1996]. Für das unterschiedliche immunologische Verhalten von bakterieller (pro-
karyotischer) und vertebraler (eukaryotischer) DNA gibt es zudem noch einen 
zweiten Grund: CG-Dinukleotide sind in prokaryotischer DNA statistisch erwar-
tungsgemäß verteilt (1:16), in eukaryotischer DNA jedoch auffallend unterreprä-
sentiert (1:60) [Karlin, 1994].  
 
Damit liegt die Hypothese auf der Hand, dass unmethylierte CpG-Motive proka-
ryotischer Herkunft im Rahmen der Evolution von Vertebraten als Gefahrensig-
nale benutzt wurden, an denen ihr Immunsystem das Eindringen potenziell pa-
thogener Organismen identifiziert [Hoffmann, 1999]. Die Entdeckung der CpG-
Motive lieferte zudem eine schlüssige Erklärung für die bis dato rätselhafte Wir-
kung von DNA-Vakzinen sowie den immunstimulatorischen Effekt mancher 
ODN im Rahmen von Antisense-Experimenten.    
 
 
1.5.2  Wirkungen auf das Immunsystem 
 
Die Immunologie unterscheidet schematisch zwischen dem angeborenen und 
dem erworbenen  (besser: adapativen) Immunsystem. Während das letztere (B-
Zellen, T-Zellen) eine zwar verzögerte, aber hochspezifische Reaktion gegen 
individuelle Erregerstämme mit nur minimalen Antigenunterschieden hervorrufen 
kann, operiert das angeborene Immunsystem (z.B. Granulozyten, Monozyten, 
Komplementsystem) schneller, aber auch gröber: Es erkennt universale moleku-
lare Muster, die vielen mikrobiellen Erregern gemeinsam sind. Dieses Phäno-
men wird deshalb als pattern recognition bezeichnet [Medzhitov, 2001]. Zwei 
Prototypen solcher Muster sind Lipopolysaccharid (LPS = Endotoxin) und DNA 
mit CpG-Motiven (CpG-DNA).   
 
Diese mikrobiellen Muster besitzen mindestens drei funktionelle Gemeinsamkei-
ten: (1) Sie sind spezifisch für (prokaryote) Mikroorganismen und kommen im  
(eukaryoten) Wirtsorganismus nicht vor; (2) Man findet sie bei einer Großzahl 
pathogener Mikroorganismen auf identische Weise, so dass ein Minimum gene-
tisch konservierter Wirts-Rezeptoren ein Maximum an Pathogenen erkennen 
kann; (3) Sie erfüllen für die Mikroorganismen selbst vitale Funktionen, weshalb 






Diese drei Eigenschaften treffen auch auf CpG-DNA zu. Welche genauen Effek-
te CpG-DNA im Immunsystem des Wirts auslöst, ist Gegenstand jüngster und 
aktueller Forschungen. In direkter Weise interagieren sie nur mit plasmazytoiden 
dendritischen Zellen (PDC) und B-Lymphozyten, fraglich auch mit Monozyten, 
Makrophagen und myeloiden dendritischen Zellen (MDC). Indirekt wirken sie 
auch auf T- und NK-Zellen und verändern das Milieu der Zytokine (s. Abb 1.5).  
 
PDC (CD123+, CD11c-) werden von CpG-DNA stark aktiviert, was sich in der 
Hochregulation von MHC-II, CD40, CD54 (= intracellular adhesion molecule, 
ICAM-1), CD80 (= B7.1), CD86 (= B7.2) ausdrückt. Kürzlich wurde entdeckt, 
dass die Aktivierung von PDC je nach verwendetem CpG-ODN in zwei Richtun-
gen tendieren kann: Die eine Klasse von CpG-ODN, z.B. ODN 2006 [Hartmann, 
2000 a], veranlasst PDC zur Produktion von Interleukin(IL)-12, was zur Entste-
hung einer Antigen-spezifischen Th1-Antwort mit Bildung zytotoxischer T-Zellen 
führt [Hartmann, 2000 b; Vabulas, 2000]. Die zweite Klasse von CpG-ODN hin-
gegen, z.B. ODN 2216, induziert in denselben Zellen Typ-I-Interferon (IFN-α 
und IFN-β), das Effektorzellen wie NK-Zellen und γδ-Zellen aktiviert und außer-
dem kostimulatorische Moleküle auf Monozyten und myeloischen dendritischen 
Zellen (MDC; CD123-, CD11c+) hochreguliert [Krug, 2001 b]. Die zweite, IFN-α-
basierte Immunlage entspricht derjenigen bei viralen Infektionen, während die 
erste, IL-12-gewichtete Immunreaktion eher bei Infektionen mit intrazellulären 
Bakterien und bei malignen Tumoren beobachtet wird [Krug, 2001 b]. Aus der 
zuletzt genannten Beobachtung wird unter anderem die Erwartung abgeleitet, 
dass CpG-DNA die Immunitätslage bei malignen Tumoren verbessern und da-
her tumortherapeutisch wirksam sein könnte (s. Kapitel 1.4.4).  
 
Dass B-Lymphozyten durch CpG-DNA direkt aktiviert werden, wurde zunächst 
in Versuchen mit Mäusen [Krieg, 1995] und später in humanen mononukleären 
Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) [Hartmann, 2000 b] gezeigt. Die Ex-
pression von MHC-II, CD54, CD80 und CD86 wird gesteigert, wodurch die Zelle 
ihre Kompetenz als antigenpräsentierende Zelle erlangt [Hartmann, 2000 b]. 
CD40 wird verstärkt exprimiert, und eine Koaktivierung durch CpG-DNA und 
CD40L (CD154) wirkt synergistisch auf die B-Zellaktivierung [Bauer, 1999]. Bei 
simultaner Stimulation mit einem Antigen steigert CpG-DNA die Produktion und 
Sekretion von Immunglobulinen [Krieg, 1995]. Dabei wird auch ein Wechsel der 
Immunglobulinklasse hin zu besonders effektiven Isotypen (bei der Maus IgG2a) 
begünstigt. CpG-aktivierte B-Zellen steigern die Synthese der Zytokine IL-6 und 
IL-10. Außerdem beobachtet man einen Verlust der G0-Arretierung des Zellzyk-





konnte gezeigt werden, dass CpG-DNA der spontanen Apoptose entgegenwirkt 
[Yi, 1998]. Die durch Anti-IgM induzierte Apoptose in einer murinen B-Lymphom-
Zelllinie wird durch CpG-DNA über eine Hochregulation von Bcl-xL und c-Myc 
verhindert [Yi, 1996]. Das CpG-abhängige Aktivierungsmuster von B-Zellen 
scheint also so angelegt zu sein, dass möglichst viele reife B-Zellen und Plas-
mazellen überleben, die effektiv Antigene präsentieren und Immunglobuline se-
zernieren können. Interessanterweise vermögen CpG-ODN B-Zellen sogar ohne 
die Unterstützung von T-Helferzellen zu aktivieren. CpG-ODN wirken damit 
hauptsächlich auf das angeborene Immunsystem, greifen jedoch über die zwi-
schen beiden Systemen vermittelnden PDC und B-Lymphozyten auch in das 
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Abb. 1.5: Schematische Synopsis aller gesicherten CpG-Effekte auf das Im-
munsystem. Die direkte Wirkung auf B-Lymphozyten und plasmazytoide dendri-
tische Zellen (PDC) ist nachgewiesen. Die anderen Effekte sind wahrscheinlich 
indirekt vermittelt. CTL = zytotoxischer T-Lymphozyt. DC = dendritische Zelle. 
NK-Zelle = natürliche Killerzelle. Ig = Immunglobuline. Die Fragezeichen symbo-






1.5.3 Wirkungsweise auf subzellulärer Ebene 
 
Die oben CpG-DNA beschriebene pattern recognition des angeborenen Immun-
systems bedient sich sogenannter pattern recognition receptors (PRR) zur Iden-
tifikation der Pathogene. Die von den pathogenen Mirkoorganismen stammen-
den Liganden werden pathogen associated molecular patterns (PAMP) genannt. 
Die Rezeptoren wurden auf Grund ihrer Ähnlichkeit mit dem Toll-Rezeptor der 
Fruchtfliege als Toll-like receptors (TLR) bezeichnet. Diese Familie trans-
membranärer Rezeptoren umfasst bisher zehn Mitglieder, wobei außer dem 
strukturell verwandten IL-1-Rezeptor zur Zeit fünf funktionell charakterisiert sind. 
TLR erkennen Lipopolysaccharide, Lipoproteine, Flagellin und Peptidoglykane 
von Bakterien, Zymosan von Hefepilzen und Doppelstrang-RNA von Viren [Ale-
xopoulou, 2001; Aderem, 2000; Hayashi, 2001].  
 
Dass auch CpG-DNA über einen TLR − nämlich TLR-9 − wirkt, wurde erst kürz-
lich entdeckt [Hemmi, 2000]. TLR-9-Knockout-Mäuse sind gegen jede Art von 
CpG-Aktivierung resistent. Ihre Makrophagen produzieren IL-6, IL-12 und TNF-α 
zwar nach Stimulation mit LPS und Peptidodoglykan, aber nicht nach Stimulati-
on mit CpG-DNA. Im Gegensatz zu den anderen TLR ist TLR-9 allerdings nicht 
in der Zellmembran lokalisiert. CpG-DNA muss erst endozytotisch aufgenom-
men werden, um im reifen Endolysosom an TLR-9 zu binden und seine Wirkung 
zu entfalten: Immobilisierte CpG-ODN zeigen daher keine Wirkung [Manzel, 
1999] und Chloroquin als Inhibitor der endosomalen Azidifizierung blockiert e-
benfalls den CpG-Effekt [Macfarlane, 1998]. Erst nach einer Azidifizierung des 
Milieus im endolysosomalen Kompartiment bindet CpG-DNA an TLR-9 [Hacker, 
1998]. Inzwischen wurde erkannt, dass auch beim Menschen die Erkennung 
von CpG-Motiven über TLR-9 erfolgt [Krug, 2001 c; Takeshita, 2001].  
 
Jeder TLR aktiviert letztlich zwar nicht identische, aber großteils überlappende 
Gene. Im wesentlichen sind dies Gene für inflammatorische Zytokine, Chemoki-
ne, antimikrobielle Peptide, MHC-Proteine, kostimulatorische Proteine und an-
dere Effektoren, die für eine effektive immunologiosche Sofortabwehr und Akti-




















































NF-κB u.a.: Genexpression  
 
 
Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Signaltransduktionswege des angebo-
renen Immunsystems. CpG-DNA soll nach bisherigem Erkenntnisstand sequen-
zunspezifisch in Endosomen aufgenommen werden und dort nach einer endo-
somalen Azidifizierung an den Toll-like-Rezeptor 9 (TLR-9) binden. TLR-9 rekru-
tiert das zytosolische Adapterprotein MyD88 (myeloid differentiation marker 88), 
welches die IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinase (IRAK) und diese wiederum den 
TNF-Rezeptor-assoziierten Faktor 6 (TRAF6) aktiviert. Über noch nicht geklärte 
Wege werden letztendlich die Stresskinasen c-Jun-N-terminale Kinase (JNK), 
extrazelluläre Rezeptor-Kinase 1/2 (ERK 1/2), p38 und der IκB-Kinase-Komplex 
(IKK) aktiviert. Letzterer setzt aus IκB den Transkriptionsfaktor NF-κB frei, der in 
den Kern transloziert und dort, neben anderen Transkriptionsfaktoren, zur Ex-
pression bestimmter Gene führt. Die synergistische Wirkung der CD40-
Aktivierung erklärt sich durch die Interaktion mit TRAF6. IL-1R = Interleukin-1-
Rezeptor; PKR = Doppelstrang-RNA-aktivierte Proteinkinase; TIRAP = TIR do-







1.5.4 Therapeutische Strategien 
 
Synthetische CpG-Oligonukleotide stellen aus mehreren Gründen ein attraktives 
Therapeutikum dar: (1) CpG-ODN führen im Gegensatz zu einzelnen Zytokinen 
wie etwa IFN-α oder IL-1 zu einer koordinierten Immunreaktion, die der natürli-
chen Situation näher kommt; (2) Die Aktivierung antigenpräsentierender Zellen 
und die Förderung der Antikörperproduktion machen CpG-ODN zu einem ge-
eigneten Adjuvans bei prophylaktischen und therapeutischen Impfungen; (3) Die 
Induktion einer Th1-Antwort mit Produktion von IFN-γ wehrt Infektionen mit in-
trazellulären Erregern ab und wirkt allergischen Reaktionen entgegen, die auf 
einem „switch“ von der Th1- zur Th2-gerichteten Immunlage basieren; (4) Die 
CpG-vermittelte Stimulation des angeborenen Immunsystems und der Th1-
Immunlage unterstützt die immunologische Abwehr von Tumorzellen. 
 
Tatsächlich zeigen erste Untersuchungen an Primaten, dass CpG-ODN ein po-
tentes und sicheres Impf-Adjuvans darstellen [Davis, 2000; Gallichan, 2001; Jo-
nes, 2000]. Zur Zeit wird das CpG-ODN 7909 als Adjuvans bei der herkömmli-
chen Hepatitis-B-Impfung von Menschen untersucht: Die Zwischenanalyse von 
20 Probanden zeigt, dass bereits zwei Wochen nach der ersten Impfung 92 
Prozent der mit CpG-Adjuvans Geimpften spezifische Antikörper aufweisen, 
während noch kein einziger der herkömmlich Geimpften Antikörper hat. Die Titer 
sind nach vier Wochen bei der CpG-Gruppe 30fach höher als bei der Kontroll-
gruppe. Das ODN zeigt eine gute Verträglichkeit [Krug, 2001 a]. Auch bei bakte-
riellen Infektionen und allergischen Erkrankungen sind prophylaktische und the-
rapeutische CpG-Strategien bereits erfolgreich verfolgt worden [Kline, 1998; 
Krieg, 1998; Parronchi, 1999; Walker, 1999].  
 
Der für diese Arbeit relevante therapeutische Ansatzpunkt für CpG-ODN ist die 
Behandlung maligner Tumore und Leukämien. Variable Verwendungsmöglich-
keiten werden untersucht. Zum einen können CpG-ODN bei der therapeutischen 
Vakzinierung gegen Tumorantigene erfolgreich als Adjuvans eingesetzt werden 
[Brunner, 2000; Weiner, 1997]. In einem Vergleich von 19 Vakzine-Adjuvanzien 
im Hinblick auf deren Potenz, gegen Tumorantigene eine Antikörper- und CTL-
Antwort zu induzieren, wiesen CpG-ODN die stärkste Wirkung auf [Kim, 1999]. 
Zum anderen können CpG-ODN die Effektivität von Therapien mit adoptiven T-
Zelltransfer unterstützen: Die Stimulation muriner T-Zellen mit antigenpräsentie-
renden Zellen und syngenen Tumorzellen führt in Anwesenheit von CpG zu 
Th1-polarisierten T-Zellen, die im Mausmodell ein disseminiertes Lymphom ku-





fektorzellen (NK-Zellen, Makrophagen) kann auch die Antikörper-abhängige Zy-
totoxizität (ADCC, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) gefördert wer-
den, was in einem murinen Lymphommodell zur Reduktion des Tumorwachs-
tums führte [Wooldridge, 1997]. Angesichts der zunehmenden Zahl onkologisch 
eingesetzter monoklonaler Antikörper (z.B. Rituximab = Anti-CD20-mAb) bieten 
CpG-ODN damit die Möglichkeit, die Potenz dieser Antikörpertherapie zu ver-
stärken. Derzeit laufen 5 Phase I/II-Studien, die CpG-ODN bei der Therapie des 
rezidivierten NHL, des Melanoms, Basalzellkarzinoms, Nierenzellkarzinoms und 
Mammakarzinoms (in Kombination mit Herceptin) untersuchen.   
 
Auch die chronische lymphatische Leukämie vom B-Zelltyp (B-CLL) ist für eine 
Therapie mit CpG-ODN geeignet, zumal bei dieser nach wie vor unheilbaren, 
aber häufigen Erkrankung neue Therapieoptionen dringend erforderlich sind, 
wie in Kapitel 1.3 ausführlich dargelegt. Patienten mit B-CLL haben zwar funkti-
onstüchtige T-Zellen, können allerdings keine zytotoxische Anti-Tumor-Reaktion 
lancieren, da die B-CLL-Zellen ihre kostimulatorischen Moleküle herunterregu-
liert haben und damit T-Zellen nicht mehr stimulieren können [Dazzi, 1995]. 
Deshalb wurde in vitro bereits erfolgreich versucht, über die Interaktion von 
CD40 und CD154 (= CD40L) die Immunogenität von B-CLL-Zellen zu verbes-
sern und eine spezifische T-Zellantwort gegen die Leukämiezellen zu provozie-
ren [Kato, 1998]. Jüngst wurde diese Strategie erfolgreich in vivo angewendet: 
B-CLL-Zellen wurden Patienten entnommen, in vitro mit CD154 transfiziert und 
den Patienten reinfundiert. Durch die Interaktion von CD154 auf transfizierten 
Zellen mit CD40 auf nicht-transfizierten B-CLL-Zellen kam es zur Hochregulation 
kostimulatorischer Moleküle auf den B-CLL-Zellen, zur Erhöhung von IL-12 im 
Plasma, zur Vermehrung der absoluten CD4+-T-Zellzahl sowie der B-CLL-
spezifischen T-Zellen und schließlich zu klinischen Verbesserung [Wierda, 
2000]. Legt man diese Studie zu Grunde und berücksichtigt, dass CpG-DNA 
nicht nur CD40 hochreguliert, sondern auch unabhängig von der CD40-CD154-
Interaktion eo ipso bereits die kostimulatorischen Moleküle induziert und IL-12 
erhöht [Krieg, 1995], so könnte mit CpG-DNA bei B-CLL-Patienten ein ähnlicher 
oder gar stärkerer Effekt als in der zitierten Studie möglich sein.  
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2.  Material und Methoden 
 
2.1  Experimente mit permanenten Zelllinien 
 
2.1.1  Zellkultur 
 
Die permanente Zelllinie GM697 ist abgeleitet von einer akuten lymphatischen 
Leukämie vom Prä-B-Zell-Typ (DSMZ, Braunschweig, BRD). GM697 exprimiert 
die Anti-Apoptose-Proteine Bcl-2 und Bcl-xL, den B-Zell-Marker CD19 sowie 
CD54 (= ICAM-1) und HLA-DR. Die Burkitt-Lymphom-Linien Daudi JP und DG 
75 wurden freundlicherweise von Dr. K. Frisch von der Albert-Ludwigs-
Universität Freiburg i.B. zur Verfügung gestellt. Daudi JP und DG 75 exprimie-
ren CD19, CD20 und Bcl-xL, aber nicht Bcl-2. 
 
Die Zellen wurden bei einer Konzentration von 0,3 - 3 x 106 /ml in einem stan-
dardisierten Medium in Kultur gehalten. Das Medium bestand aus RPMI 1640 
(Biochrom KG, Berlin, BRD), 10% hitzeinaktiviertem (56°C, 30 min) fetalen Käl-
berserum (= FCS; HyClone, Logan, UT, USA), 1% Penicillin, 1% Streptomycin 
(beide Sigma, München, BRD) und 2 mM L-Glutamin (GibcoBRL, Paisley, 
Schottland). Das selbst hergestellte Mischmedium wurde durch einen Membran-
filter mit einem Porendurchmesser von 0,2 µM steril filtriert. In diesem Medium 
wurden die Zellen bei einer Temperatur von 37°C und einer CO2-Konzentration 
von 5% kultiviert und regelmäßig lichtmikroskopisch auf Anzeichen von Zellun-
tergang oder mikrobieller Verunreinigung inspiziert. Das Medium wurde je nach 
Wachstumsgeschwindigkeit der Zelllinie alle zwei bis drei Tage dekantiert und 
durch frisches substituiert. Sämtliche Experimente und Manipulationen mit den 
Zellen wurden ausschließlich unter sterilen Bedingungen in einem Laminar-Air-
Flow (LaminAir HB 2448, Heraeus, München, BRD) durchgeführt.  
 
 
2.1.2  Induktion der Apopotose 
 
Zur Induktion von Apoptose wurden kommerziell erhältliche Zytostatika einge-
setzt, die in der Literatur für experimentelle Apoptoseinduktion beschrieben sind.  
 
 a)  Etoposid 
 
Etoposid ist ein halbsynthetisches Podophyllotoxinderivat, das durch Interaktion 
mit dem nukleären Reparaturenzym Topoisomerase II Doppelstrangbrüche in 
der DNA induziert und deren Reparatur verhindert. Etoposid stabilisiert den In-
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termediärkomplex der Tyrosintransesterbindung zwischen der Topoisomerase II 
und der DNA und verhindert dadurch die erneute Ligation der DNA-Fragmente 
[Hande, 1998]. Dies geschieht vorwiegend in den Zellzyklusphasen S und G2 
und betrifft deswegen besonders Zellen mit hoher Proliferationsrate, wie es die 
meisten Tumorzellen sind [Mutschler, 2001]. Außerdem fördert Etoposid die Bil-
dung freier Radikale, was wiederum zur Epoxidbildung von DNA und Membran-
lipiden führt und damit toxische Auswirkungen auf die Zelle hat [Forth, 1996]. 
Die von Etoposid betroffenen Zellen gehen auf apoptotischem Wege zu Grunde. 
Das Medikament wird klinisch zur antineoplastischen Therapie folgender Mali-
gnome eingesetzt: Morbus Hodgkin, Non-Hodgkin-Lymphome, klein- und 
nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom, akute myeloische Leukämie, Melanome, 
Kaposi-Sarkome, Hodentumoren, Ovarialkarzinom und Chorionkarzinom der 
Frau [Hande, 1998]. In dieser Arbeit wurde Etoposid zur Apoptoseinduktion bei 
GM697 eingesetzt. Das in Aqua destillata adäquat vedünnte Etoposid (Vepe-
sid, Bristol Arzneimittel, München, BRD) wurde mit der Zellsuspension ver-
mischt und bis zur Analyse in Kultur gehalten.  
 
 b)  Mitoxantron 
 
Mitoxantron ist ein synthetisches Anthracendion. Es interkaliert mit der DNA und 
führt zu Quervernetzungen innerhalb und zwischen den DNA-Strängen. Da-
durch werden die DNA- und RNA-Synthese gehemmt, Zellkern-Aberrationen mit 
chromosomalem scattering erzeugt, und die Zelle in die Apoptose getrieben. 
Darüber hinaus erzeugt Mitoxantron Quervernetzungen zwischen der DNA und 
zellulären Proteinen. Die Substanz wirkt sowohl auf proliferierende als auch ru-
hende Zellen toxisch. Klinische Indikationen für den Einsatz dieses Zytostati-
kums sind das Mammakarzinom, das Ovarialkarzinom, die Non-Hodgkin-
Lymphome und akuten Leukämien des Erwachsenen, das hepatozelluläre Kar-
zinom sowie die primär und sekundär progrediente Form der Multiplen Sklerose 
(Fachinfo Service, Bundesverband der deutschen pharmazeutischen Industrie 
e.V.). Eine Indikationsausweitung auf die CLL wird auf Grund experimenteller 
Wirksamkeit diskutiert [Bellosillo, 1998]. In der vorliegenden Arbeit wurde Mito-
xantron verwendet, um in B-CLL-Zellen Apoptose zu induzieren und den Effekt 
der Oligonukleotide in Kombination mit diesem Zytostatikum zu untersuchen. 
Das in Aqua destillata verdünnte Mitoxantron (Novantron, Lederle Arzneimittel 
GmbH & Co, Wolfratshausen, BRD) wurde in einer Konzentration von 0,5 mg/dl 
mit der Zellsuspension bei Kulturbedingungen (s.o.) inkubiert. 
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2.1.3  Nachweis der Apoptose 
 
a) Färbung mit Annexin V und Propidiumiodid 
 
Der durchflusszytometrische Nachweis von Phosphatidylserin in der äußeren 
Schicht der Zellmembran mittels Annexin V (AnnV) ist ein etabliertes Verfahren, 
mit dem ein frühes Stadium der Apoptose erfasst werden kann [Clodi, 2000]. Für 
diese Arbeit wurde rekombinantes humanes AnnV verwendet, das mit dem fluo-
reszierenden Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelt war (Bender 
MedSystems, Wien, Österreich). Die Zellen wurden zweimal in 4°C kaltem 
phosphate buffered saline (PBS) gewaschen und dann in 195 µl annexin binding 
buffer (10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2; Bender 
MedSystems, Wien, Österreich) resuspendiert. Dazu wurden 5µl AnnV-FITC 
pipettiert. Nach Mischung und Inkubation für 10 min bei Raumtemperatur im 
Dunkeln wurden die Zellen mit annexin binding buffer noch einmal gewaschen.  
 
Propidiumiodid (PI) ist ein nicht membrangängiger Farbstoff, der DNA anfärbt. 
Mit PI lässt sich daher eine Desintegration der Zell- und Kernmembran, ein spä-
tes Stadium des Zelltodes, nachweisen. Die Kombinationsfärbung mit AnnV-
FITC und PI erlaubt eine Differenzierung zwischen vitalen Zellen (AnnV-negativ, 
PI-negativ), frühapoptotischen Zellen (AnnV-positiv, PI-negativ), spätapoptoti-
schen Zellen (AnnV-positiv, PI-positiv) und nekrotischen Zellen (AnnV-negativ, 
PI-positiv). Zur PI-Färbung wurde die Zellsuspension nach der AnnV-FITC-
Färbung mit 10 µl einer 20 µg/ml PI-Lösung (Becton Dickinson, Heidelberg, 
BRD) versetzt und unmittelbar danach im Durchflusszytometer (fluorescence 
activated cell sorter, FACS) analysiert. 
 
b) Bestimmung der Caspase 3-Aktivität 
 
Zur Bestimmung der Caspase-3-Aktivität wurden die Zellen zweimal in 4°C kal-
tem PBS gewaschen und mit 100 µl Paraformaldehyd 0,5% („Lösung A“ von Fix 
& Perm, An der Grub GmbH, Kaumberg, Österreich) fixiert. Nach 15 min Inkuba-
tion bei Raumtemperatur wurde die Suspension mit PBS gewaschen. Danach 
wurden die Zellen für 15 min mit 100 µl Saponin-haltiger Lösung (Lösung B von 
Fix & Perm, An der Grub GmbH, Kaumberg, Österreich) permeabilisiert und mit 
5 µl Phycoeryhthrin(PE)-konjugierter Caspase-3 im Dunkeln bei Raumtempera-
tur inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in 
300 µl PBS resuspendiert und im FACS analysiert.  
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c) Nachweis der DNA-Fragmentierung 
 
Der Nachweis der DNA-Fragmentierung wurde mit Hilfe des „TACS DNA Ladde-
ring Kit“ (Nr. TA4630, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) geführt. Mindes-
tens eine Million Zellen pro Ansatz wurde mit kaltem PBS (Boehringer Mann-
heim, BRD) aus den Kulturgefäßen gewaschen und in ein Polystyrolröhrchen 
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) aufgenommen. Nach einer fünfmi-
nütigen Zentrifugation bei 500 g und 4°C wurde der Überstand dekantiert und 
das Zellsediment in 4°C-kaltem PBS resuspendiert. Nach einer zweiten Zentri-
fugation mit denselben Konditionen wurden das Zellpellet in 100 µl Lysepuffer 
(10 mM Tris-HCl pH 8, 0,1 M EDTA pH 8, 0,5% SDS in Aqua destillata) suspen-
diert. Nach Transfer des Lysats in ein Eppendorfröhrchen (Eppendorf-Netheler-
Hinz GmbH, Hamburg, BRD) wurde 154 mM sterile NaCl-Lösung (Baxter 
Deutschland GmbH, Unterschleißheim, BRD) zu einer Konzentration von 50 mM 
hinzugegeben, um die DNA zu stabilisieren. Zur Loslösung der DNA-bindenden 
Proteine wurde Proteinase K (Sigma, München, BRD) in einer Konzentration 
von 0,1 mg/ml hinzupipettiert und die Lösung dann für 5 h bei 50°C auf einem 
Schüttler mit niedriger Rotationszahl (120/min) inkubiert.  
 
Um die DNA zu extrahieren, wurde anschließend ein so großes Volumen eines 
mit TE-Puffer gesättigtes Phenol-Chloroform-Gemisches hinzugegeben, dass 
das Probenvolumen dadurch verdoppelt wurde. Nach einer sorgfältigen Vermi-
schung der Phasen mit Hilfe eines Vortexgerätes (F. Schultheiß, München, 
BRD) wurde die Probe bei 12.000 rpm (rounds per minute) für 5 min zentrifu-
giert. Danach ließ sich die oberste, hydrophile Phase in ein frisches Eppendorf-
röhrchen transferieren. Zur Optimierung der DNA-Extraktion wurde ein Chloro-
form-Isoamylalkohol-Gemisch (im Verhältnis 24:1) in der Menge hinzupipettiert, 
dass sich das Ausgangsvolumen dadurch verdoppelte, woran sich dasselbe 
Zentrifugationsprogramm wie oben anschloss. Nach Entnahme der hydrophilen 
Phase wurde die DNA gefällt, indem die Probe mit demselben Volumen Isopro-
panol versetzt und für 1 bis 6 h bei –70°C eingefroren wurde.  
 
Die wiederaufgetaute Lösung wurde bei 12.000 rpm und 4°C für 30 min zentri-
fugiert und der Überstand vorsichtig abpipettiert. Nach Waschen der DNA mit 
70% eiskaltem Ethanol und einer Zentrifugation mit denselben Bedingungen 
wurde das Zellsediment bei Raumtemperatur luftgetrocknet und in 30 bis 50 µl 
DNase-freier Aqua destillata (Boehringer Mannheim, BRD) steril aufgelöst. Zur 
Entfernung eventuell vorhandener RNA-Reste wurde die Probe mit 0,8 bis 8 µl 
DNase-freier RNase (Boehringer, Mannheim, BRD) versetzt und für 30 bis 60 
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min bei 37°C inkubiert. Die letztendlich erhaltene DNA-Menge wurde nach adä-
quater Verdünnung (meist 1:200) spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge 
von 260 nm quantifiziert. Die DNA wurde auf 0,1 µg/µl in steriler Aqua destillata 
verdünnt.  
 
10µl dieser Verdünnung wurden zusammen mit 2 µl eines gel loading buffer auf 
ein in TAE-Puffer liegendes 1,5%-iges Agarosegel aufgetragen (50 X TAE-
Puffer hergestellt aus: 242 g Tris Base, 67,1 ml Glacialacetat-Säure, 100 ml 0,5 
M EDTA pH 8,0 ad 1 Liter Aqua). Als Referenzen wurden standardisierte Mole-
kulargewichtsmarker mit aufgetragen: ein 100 bp Standard, der von 100 bp bis 
1500 bp in Schritten von 100 bp ging, sowie ein 1 kb Standard, der von 500 bp 
bis 12 kb in Schritten von 1018 bp ging. Das 15 cm lange Gel wurde für ca. 2 h 
bei 100 Volt „gefahren“ und gestoppt, sobald die Farbstofffront eines mitlaufen-
den Bromphenolblau-Ansatzes am Ende des Gels angelangt war. Das Gel wur-
de dann für 15 min mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid gefärbt und anschließend in 
einem UV Transilluminator visualisiert und fotografiert.    
 
 
2.1.4  Messung der Proteinexpression 
 
Die Expression der Oberflächenmarker und intrazellulären Proteine wurde 
durchflusszytometrisch gemessen. Zur Bestimmung der Oberflächenmarker 
wurden die Zellen zweimal mit 4°C kaltem PBS gewaschen, dann in 100 µl PBS 
resuspendiert und mit 5 µl der jeweiligen Antikörperlösung für 10 min bei 4°C 
inkubiert. Anschließend wurde die Zellsuspension erneut mit PBS gewaschen 
und mit 300 µl PBS für die FACS-Analyse resuspendiert. Folgende Antikörper 
wurden verwendet: Anti-CD19-CyChrome, Anti-CD40-FITC, Anti-CD54-
CyChrome, Anti-CD80-PE, Anti-CD86-FITC. Für jeden Antikörper wurde ein 
passender IgG-Isotyp im Kontrollansatz verwendet (alle von PharMingen Becton 
Dickinson, Heidelberg, BRD). 
 
Zur Bestimmung der Expression intrazellulärer Proteine wurden die Zellen 
zweimal in 4°C kaltem PBS gewaschen und anschließend mit 100 µl Parafor-
maldehyd (Lösung A von Fix & Perm, An der Grub GmbH, Kaumberg, Öster-
reich) fixiert. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Suspensi-
on mit PBS gewaschen. Danach wurden die fixierten Zellen für 15 min mit 100 
µl Saponin-haltiger Lösung (Lösung B von Fix & Perm, An der Grub GmbH, 
Kaumberg, Österreich) permeabilisiert und gleichzeitig mit 5 µl der jeweiligen 
Antikörperlösung bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach nochmaligem 
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Waschen mit PBS wurden die Zellen in 300 µl PBS resuspendiert und im FACS 
analysiert. Folgende Antikörper gegen intrazelluläre Proteine wurden verwendet: 
Anti-Bcl-xL-FITC (Southern Biotechnology Inc., Birmingham, USA), Anti-Bcl-2-




2.1.5  Oligonukleotide und Transfektion 
 
a) Verwendete Oligonukleotide 
 
Die verwendeten Oligodesoxynukleotide (ODN) wurden mit Ausnahme des ODN 
2017 (Operon Technologies, Almada, USA) von der Firma Byk Gulden Lomberg 
Chemische Fabrik (Konstanz, BRD) synthetisiert. Die Reinheit war vom Herstel-
ler mittels high pressure liquid chromatography optimiert und validiert worden. 
Sämtliche ODN wurden Endotoxin-frei geliefert. Es wurden überwiegend Okto-
dekamere und 20mere eingesetzt, die komplett phosphorothioat-modifiziert wa-





Name Sequenz Länge CS CpG Funktion  
G3139 5´-TCTCCCAGCGTGCGCCAT-3´ 18mer PT 2 Bcl-2 AS 
G3139F1 5´-TCACCCTGGGTCCGCCAT-3´ 18mer PT 1 Bcl-2 AS-Kontrolle 
ODN 2009 5´-AATCCTCCCCCAGTTCACCC-3´ 20mer PT 0 Bcl-2 AS 
ODN 2010 5´-ATTCCACCCCCTGTACACCC-3´ 20mer PT 0 Bcl-2 AS-Kontrolle 
ODN 2006 5´-TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT-3´ 24mer PT 4 CpG-ODN 
ODN 2017 5´-CCCCCCCCCCCCCCCCCCCC-3´ 20mer PT 0 CpG-Konrolle 
ODN-FITC Fluo-5´-CGTACTATCAGACGACCT-3´ 18mer PT 1 Fluoreszenz 
 
 
Tabelle 2.1: Auflistung der verwendeten Oligodesoxynukleotide (ODN) nmit Be-
zeichnung, Sequenz, Länge, chemischer Struktur, enthaltenen CpG-
Dinukleotiden und Funktion. AS = Antisense, CS = Chemische Struktur, CpG = 
Anzahl der enthaltenen CpG-Dinukleotide, PT = Phosphorothioat. In den Se-
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b) Photometrische Quantifizierung 
 
Die ODN wurden in TE-Puffer (10 mM Tris-Hcl pH 7,4, 1 mM EDTA, pH 8,0) 
gelöst, steril durch eine Membran mit einem Porendurchmesser von 0,2 µm filt-
riert, aliquotiert und bei -70°C in Eppendorf-Röhrchen aufbewahrt. Vor jeder 
Versuchsreihe wurden die ODN photometrisch quantifiziert: Nach Eichung des 
Photometers mit Aqua destillata wurden 100 µl einer adäquat verdünnten ODN-
Lösung (in Aqua destillata) in eine Küvette pipettiert, die in den Strahlengang 
des Photometers eingesetzt wurde. Bei einer Wellenlänge von 260 nm wurde 
die spezifische Absorption der Lösung bestimmt und diese Messung anschlie-
ßend aus Gründen der Reliabilität wiederholt. Die Molarität in µM lässt sich wie 
folgt berechnen:  
 
                         Absorption (260 nm) x Verdünnungsfaktor x 100 
Molarität (µM) =    , 
                            (1,5 x NA + 0,71 x NC + 1,2 x NG + 0,84 x NT) 
 
wobei N die Anzahl der mit tiefergestellten Initialen bezeichneten vier Basen A-
denin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T) bezeichnet. 
Die Massenkonzentration wurde mit folgender Formel begerechnet: 
 
                                    Absorption (260 nm) x Verdünnungsfaktor                         
Massenkonzentration (µg/ml)  =     
                                                                  0,27 
 
Durch die Photometrie konnte auch sichergestellt werden, dass die ODN-
Lösungen keine Protein-, DNA- oder RNA-Verunreinigungen aufwiesen.  
 
c) Transfektion mit Lipofektin und ExGen 
 
Zur Transfektion der Zelllinie GM697 mit Hilfe von Lipofektin (Gibco BRL, Pais-
ley, Schottland) wurden die Zellen einige Zeit vor Versuchsbeginn so auf Kultur-
schalen ausgesät, dass sie zu höchstens 50 bis 75 Prozent auf dem Schalen-
boden konfluent waren. Es wurden pro Ansatz 500.000 Zellen verwendet.  
 
Zunächst wurde das ODN-Lipofektin-Gemisch hergestellt. Hierzu wurde die be-
nötigte Menge Lipofektin dem Originalröhrchen steril entnommen und in Polysty-
rolgefäßen auf die 20-fache Endkonzentration mit Aqua destillata verdünnt. 
Während die Verdünnung für 20 min stehen gelassen wurde, konnten die ODN-
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Lösungen ebenfalls in sterilem Milieu mit Aqua destillata auf das 20-fache der 
Endkonzentration verdünnt werden. Anschließend wurden beide Verdünnungen 
(jeweils 22 µl) in einer 96-er Polystyrolplatte gemischt, wobei zuerst die ODN in 
die Grube pipettiert wurde und danach das Lipofektin. Die Mischung wurde vor-
sichtig mehrere Male auf- und abpipettiert, um eine optimale Durchmischung zu 
erzielen, und daraufhin für 30-45 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. 
In dieser Inkubationszeit sollten sich die stöchiometrisch passenden Komplexe 
zwischen den beiden verschiedenen Molekülen bilden.  
 
Das ODN-Lipofektin-Gemisch (44 µl), das nun insgesamt das zehnfache der 
Endkonzentration betrug, wurde im Verhältnis 1:5 (mit 176 µl) auf die zweifache 
Endkonzentration verdünnt, wobei hierzu FCS-freies Zellkulturmedium (RPMI 
1640, 2 mM L-Glutamin) verwendet wurde. Kurz vor Zugabe der ODN-
Lipofektin-Komplexe zu den Zellen wurde daher das FCS-haltige Medium gegen 
ein FCS-freies Medium (RPMI 1640, 2 mM L-Glutamin, ohne Antibiotika) ausge-
tauscht, da die im Serum enthaltenen Proteine mit den Lipiden aggregieren und 
damit die Transfektion behindern würden [Felgner, 1993; Reed, 1990]. Hierzu 
wurde das alte Medium vorsichtig abpipettiert, die Zellen zweimal mit dem neu-
en Medium gewaschen und dann mit dem neuen FCS-freien Medium inkubiert. 
Nun wurde das ODN-Lipofektin-Gemisch (100 µl) vorsichtig zur Zellsuspension 
(100 µl) pipettiert, wodurch die optimale Endkonzentration erreicht wurde. Die 
Ansätze wurden als Duplikate hergestellt. In der Regel betrug die Endkonzentra-
tion der ODN 1 µM und die des Lipofektins 27,2 µg/ml. Die Kulturschale wurde 
für 4 h im Brutschrank (37°C, 5% CO2) inkubiert. Je länger die Zellen mit dem 
ODN-Lipofektin-Komplex inkubiert werden, desto höher ist die Transfektionsrate 
[Bennett, 1992]. Da die Inkubation in FCS-freiem Medium jedoch nach einer 
gewissen Frist durch Mangel an Überlebensfaktoren zum Absterben der Zellen 
führt, ist die Transfektionsdauer limitiert. Empirisch ergab sich ein zeitliches Op-
timum von 4 h für die Inkubation.   
 
Nach diesem Inkubationsschritt wurden die Zellen im einen Fall sofort im FACS 
analysiert, wenn es nur um den Nachweis der Transfektion ging. Im anderen 
Fall ging es um die Antisense-vermittelte Suppression von Bcl-2: Hier wurden 
die Zellen mit PBS zweimal gewaschen, um die ODN-Lipofektin-Komplexe zu 
entfernen. Die Zellen wurden wieder im FCS-haltigem Vollmedium suspendiert 
und bei denselben Bedingungen für zusätzliche 12 h in Kultur gehalten. Die an-
schließende Färbung für die FACS-Analyse ist in den Kapiteln 2.1.3 und 2.1.4 
beschrieben. 
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Abb. 2.1: Flussdiagramm zur Erklärung der Antisense-Versuche mit Lipofektin 
als Carrier. FCS = Fetales Kälberserum. LF = Lipofektin. ODN = Oligonukleo-
tide. 20X = 20-fache Endkonzentration.  
 
 
In der hier vorliegenden Arbeit wurde Lipofektin mit dem relativ neuen Transfek-
tionsreagenz ExGen 500 (Byk Gulden Lomberg Chemische Fabrik, Konstanz, 
BRD) verglichen. Das Protokoll bei den Versuchen mit ExGen 500 entsprach 
dem oben beschriebenen mit Lipofektin.  
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2.2  Experimente mit primären Zellen 
 
2.2.1  Isolation mononukleärer Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) 
 
Ambulanten Patienten mit der Diagnose einer chronischen lymphatischen Leu-
kämie vom B-Zelltyp, die zur Verlaufskontrolle in die Tagesklinik der Medizini-
schen Klinik Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universität München einbestellt 
waren, wurde nach informierter Einwilligung (informed consent) 20 ml Blut in 
eine heparinisierte Spritze abgenommen (pro 10 ml Blut 100 µl Heparin-
Natrium, Braun, Melsungen, BRD). Es wurden nur Patienten berücksichtigt, die 
mindestens seit einem Jahr keine Chemotherapie bekommen hatten. Dies wa-
ren im Zeitraum zwischen Januar und August 2000 insgesamt 13 Patienten. Von 
diesen hatten zwölf noch nie eine chemotherapeutische Behandlung ihrer B-
CLL. Ein Patient (B1107h) hatte neun Zyklen Chlorambucil bekommen, die je-
doch eineinhalb Jahre vor Beginn der Blutentnahme abgeschlossen waren.  
Werte für die Leukozytenzahl im peripheren Blut, die Serum-Thymidinkinase (s-
Tk) sowie das Beta-2-Mikroglobulin (β2M) wurden der Patientenakte entnommen 
und stammten vom Tag der Blutentnahme oder von der zeitlich am nächsten 
liegenden Blutentnahme. Das aktuelle Binet-Stadium war vom behandelnden 
Arzt schriftlich dokumentiert worden. Die Patientendaten wurden aus Gründen 
des Datenschutzes anonymisiert und mit Identifikationsnummern versehen.  
 
Das Blut stand bei Raumtemperatur maximal 2 h, bevor daraus die Fraktion der 
mononukleären Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) präpariert 
wurden. Diese Fraktion der PBMC, die im wesentlichen aus Lymphozyten und 
Monozyten besteht, wurde durch Dichtegradientenzentrifugation (1000 g, 20°C, 
15 min) mit Hilfe der „Ficoll-Hypaque“-Lösung (Biochrom KG, Berlin, BRD) ge-
wonnen. Das Blut wurde hierzu auf vier 50 ml-Röhrchen (blue caps) verteilt, die 
zuvor mit je 15 ml Ficoll-Hypaque gefüllt worden waren. Anschließend wurde mit 
sterilem 0,9% NaCl auf 50 ml aufgefüllt, ohne dass sich dabei die drei Phasen 
vermischten. Nach einer Zentrifugation (1000 g, 20°C, 15 min, Beschleunigung 
1, Bremsung 1) fand man in jedem blue cap von oben nach unten die folgende 
Schichtung vor: Plasma, mononukleäre Zellen (PBMC), Ficoll, Erythrozyten und 
andere Zellen (Thrombozyten, Granulozyten). Der PBMC-Ring wurde vorsichtig 
abpipettiert, in ein neues blue cap gegeben, mit NaCl auf 50 ml aufgefüllt und 
erneut zentrifugiert (1590 rpm, 20°C, 15 min, Beschleunigung 9, Bremsung 4). 
Es folgten ein zweiter und dritter  Waschschritt (1200 rpm, 4°C, 10 min) mit ste-
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riler physiologischer Kochsalzlösung (Baxter Deutschland GmbH, Unterschleiß-
heim, BRD), um vor allem Verunreinigungen durch Erythrozyten auszuwaschen.  
 
Anschließend wurden die Zellen im Standardmedium resuspendiert (RPMI 
1640-Zellmedium, 10% FCS, 1% Penicillin, 1% Streptomycin und 2 mM L-
Glutamin), mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer gezählt und, auf die ge-
wünschte Konzentration verdünnt, bei 37°C in 5%-iger CO2-Atmosphäre in Kul-
tur gehalten. Alle verwendeten Substanzen wurden vom Hersteller endotoxinfrei 
geliefert. Die Vitalität der Zellen wurde lichtmikroskopisch durch Trypanblau-
Färbung eines Aliquots überprüft. Nur Zellfraktionen, von denen über 95 Prozent 
aller Zellen den Supravitalfarbstoff Trypanblau dank intakter Zellmembranen 
ausschlossen, wurden weiter verwendet. 
 
 
2.2.2  Inkubation der PBMC mit Oligonukleotiden 
 
Die PBMC wurden in einer Konzentration von 1.000.000/ml auf Zellkulturplatten 
ausgesät (24 well plates, Costar Inc., Corning, NY, USA). Die in PBS gewa-
schenen ODN wurden so hinzupipettiert, dass sie in einer Endkonzentration von 
5 µM vorlagen. Nach 48 h Kultur bei den oben genannten Standardkonditionen 
wurden die Zellen lichtmikroskopisch beurteilt und mit 4°C-kaltem PBS aus den 
Platten gespült. Die Zellen wurden in 5 ml-Röhrchen pipettiert, mit PBS versetzt 
und bei 500 g für 5 min abzentrifugiert. Nach einem nochmaligen Waschschritt 
mit PBS wurde die Zellsuspension in 4 Aliquots unterteilt.  
 
Das erste Aliquot diente der Dreifachfärbung der Oberflächenmarker CD19, 
CD40 und CD80. Hierzu wurde das Aliquot mit je 5 µl Anti-CD40-FITC-, Anti-
CD80-PE- und Anti-CD19-CyChrome-Antikörperlösungen respektive deren je-
weilige Isotyp-Kontrollen (alle Pharmingen, Hamburg, BRD) versetzt. Nach einer 
15-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden die Zellsus-
pensionen zweimal mit PBS gewaschen und anschließend im FACS untersucht. 
Das zweite Aliquot diente der Zweifachfärbung der intrazellulären Proteine Bcl-2 
und Bcl-xL. Hierzu wurde nach dem unter 2.1.4 beschriebenen Verfahren vorge-
gangen (mittels Fix & Perm, An der Grub GmbH, Kaumberg, Österreich). Das 
dritte Aliquot wurde für die Apoptosemessung verwendet, wobei das Protokoll 
dem untere 2.1.3 beschriebenen entsprach (mittels des „AnnV-FITC-Kits“ (Ben-
der MedSystems, Wien, Österreich).  
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Das vierte Aliquot diente dem Nachweis der Oligonukleotidaufnahme in die Zel-
len. Hierzu wurden FITC-markierte, nicht sequenzspezifische ODN eingesetzt, 
die ebenfalls 48 h lang bei denselben Konditionen inkubiert wurden. Nach dieser 
Zeit wurden die Zellen mit kaltem PBS von der Kulturplatte abgelöst. Um eine 
unspezifische Bindung der FITC-markierten ODN auf der Zelloberfläche zu ver-
hindern, wurden die Zellen dreimal mit 4°C-kaltem PBS gewaschen, bevor sie 
im FACS untersucht wurden. In Vorversuchen mit Lymphozyten und FITC-
markierten ODN in unserer Arbeitsgruppe wurde mittels konfokaler Laser-
Scanningmikrosokopie nachgewiesen, dass die ODN nicht an der Oberfläche 
haften, sondern tatsächlich im Zytoplasma sowie Karyoplasma lokalisiert sind. 
 
 
2.2.3  Quantifizierung der mRNA 
 
Zur Messung der Proteinexpression auf RNA-Ebene wurden zunächst PBMC 
wie oben beschrieben aus dem peripheren Blut gewonnen, wobei pro Ansatz 5 
x 106 Zellen (entspricht etwa 50 µg RNA) verwendet wurden, um genügend Ma-
terial für die RNA-Messung zu haben. Die Zellen wurden in einem Lysepuffer 
homogenisiert, der aus RLT-Puffer und β-Mercaptomethanol in einem Verhältnis 
von 100:1 jeweils frisch angesetzt wurde. 5 x 106 Zellen wurden pro Ansatz in 
350 µl Lysepuffer für 2 min bei 14 000 rpm zentrifugiert. Das erhaltene Eluat 
wurde bei -80°C eingefroren und an die Firma Byk Gulden nach Konstanz zur 
Durchführung einer real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction 
(RT-PCR) geschickt. Das dort angewendete Verfahren war ein TaqMan®-
System (Applied Biosystems, Foster City, CA) und enthielt einen integrierten 
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2.3  Durchflusszytometrie (FACS) 
 
Das für diese Arbeit verwendete Durchflusszytometer (FACS Calibur, Becton 
Dickinson Company, Heidelberg, BRD) besitzt zwei Laser unterschiedlicher 
Wellenlänge: einen Argonlaser, der monochromatisches Licht der Wellenlänge 
488 nm emittiert, und einen Diodenlaser, der Licht bei 635 nm emittiert. Es wur-
de bei den Experimenten zu dieser Arbeit lediglich der Argonlaser verwendet. 
Bandpassfilter ermöglichten bei der Mehfarbenanalyse die Differenzierung der 
von den angeregten Fluorochromen emittierten Fluoreszenz in drei Farben: Der 
Farbstoff Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) emittierte grünes Licht mit einem Ma-
ximum bei 515 nm (Bandpassfilter 530 ± 30 nm), der Farbstoff Phycoerythrin 
(PE) emittierte im roten Spektralbereich mit einem Maximum bei 580 nm (Band-
passfilter 585 ± 42 nm) und der Farbstoff CyChrome im violetten Bereich mit 
einem Maximum bei 650 nm (Bandpassfilter 655 ± 30 nm). Propidiumiodid (PI) 
emittierte ebenfalls im violetten Spektralbereich bei 650 nm. Die einzelnen Fluo-
reszenzsignale konnte aus Prinzip nicht vollständig voneinander getrennt wer-
den, da sich die Fluoreszenzspektren der Farbstoffe minimal überlappten. Diese 
Überlappung musste durch Kompensation korrigiert werden. Hierbei wurde 
rechnerisch der jeweils durch Überlappung entstandene Fluoreszenzanteil vom 
ursprünglichen Fluoreszenzsignal abgezogen.  
 
In den hier vorgestellten Versuchen wurden die Parameter der Kompensation 
und der Signalverstärkung für jede Zellart zu Anfang optimal eingestellt und 
dann über die gesamte Dauer der Versuchsreihe hindurch konstant gehalten, so 
dass die einzelnen Versuche untereinander vergleichbar waren. In wöchentli-
chen Abständen wurde das Gerät auch mit Hilfe von definierten Eichpartikeln 
(Becton Dickinson Company, Heidelberg, BRD) nach dem Herstellerprotokoll 
kalibriert. Mit Hilfe von Isotyp-Kontrollen − Fluoreszenz-markierten Antikörpern, 
die nur unspezifische Bindungen mit der Zelle eingehen − wurde die Verstär-
kung der Fluorochromkanäle in der Regel so eingestellt, dass die Isotyp-Signale 
unter 1 lagen. Um Zelldebris aus der Analyse auszublenden, wurde im forward 
scatter eine Schwelle gesetzt. Dadurch wurden erst Partikel ab einer bestimm-
ten Mindestgröße als Zellen gemessen und alle kleineren Partikel (Vesikel, Ver-
unreinigungen etc.) ausgeblendet.  
 
Die rechnerische und grafische Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit Hilfe 
einer speziellen Software, dem Programm FlowJo (Version 3.1.1, Tree Star, 
Stanford, CA, USA).  
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2.4  Statistik 
 
Bei multiplen identischen Versuchen sind die Ergebnisse als arithmetische Mit-
telwerte angegeben. Ab n = 3 Versuchen ist der Standardfehler des Mittelwertes 
(standard error of means, SEM) hinzugefügt. Um die statistische Signifikanz der 
Unterschiede einzelner Ergebnisse zu berechnen, wurde der zweiseitige Stu-
dent-t-Test für paarige Stichproben parametrischer Verteilungen angewendet. 
Statistische Signifikanz wurde bei p-Werten < 0,05 (*) bzw. p < 0,01 (**) ange-
nommen. Der Pearson´sche Korrelationskoeffizient r wurde als Maß für die Kor-
relation zweier Wertereihen angegeben. Alle statistischen Berechnungen wur-
den mit Hilfe der Software StatView D-4.5 (Abacus Concepts, CA, USA) durch-
geführt. Die rechnerische Auswertung und grafische Darstellung der Daten er-





3.  Ergebnisse 
 
3.1  Etablierung eines Apoptosemodells 
 
3.1.1  Annexin V und Propidiumiodid zum Nachweis von Apoptose 
 
Bevor die Effekte von Oligonukleotiden auf die Apoptose maligner B-
Lymphozyten untersucht werden konnten, musste zunächst ein Apoptosemodell 
in vitro etabliert werden. Es sollten (1) ein Apoptose-induzierendes Agens in ge-
eigneter Dosierung gefunden, (2) die Kinetik dieser Apoptoseinduktion empi-
risch bestimmt und (3) Methoden zum Nachweis verschiedener Stadien der A-
poptose ermittelt werden. Hierzu wurde die leukämische Zelllinie GM697 ver-
wendet, die von einem 12-jährigen Kind mit akuter lymphatischer Leukämie vom 
Prä-B-Zell-Typ stammt. Diese Zelllinie wurde ausgewählt, da sie für Apopto-
seexperimente in der Literatur vielfach beschrieben ist [Zhang, 1996] und sich 
außerdem auf Grund einer Überexpression von Bcl-2 für die anschließend ge-
plante Antisense-Hemmung von Bcl-2 eignet [Tsujimoto, 1986; Reed, 1990]. Als 
Induktor der Apoptose wurde das Zytostatikum Etoposid untersucht, dessen 
Apoptose auslösende Eigenschaft bereits für zahlreiche Zelllinien inklusive 
GM697 beschrieben wurde [Miyashita, 1993]. 
  
Als Methode zum Nachweis der Apoptose wurde zuerst die Färbung mit Anne-
xin V (AnnV) und Propidiumiodid (PI) untersucht. GM697-Zellen wurden in einer 
Konzentration von 0,9 x 106/µl mit 17 µM Etoposid bei Standardbedingungen 
inkubiert (s. Material und Methoden). Nach 0, 2, 4, 6 und 8 h wurde jeweils ein 
Aliquot gewaschen, mit AnnV-FITC oder PI gefärbt und schließlich im FACS 
ausgewertet (Abb. 3.1). Es zeigte sich schon ohne Etoposid ein hoher 
Ausgangswert für den Prozentsatz AnnV-positiver als auch PI-positiver Zellen, 
der jedoch innerhalb der ersten 4 h konstant blieb (25-30 Prozent AnnV-positive 
Zellen und 20 Prozent PI-positive Zellen). Bei späteren Versuchen lagen diese 
Werte deutlich niedriger. Zwischen 4 und 6 h zeigte sich eine deutliche Erhö-
hung der AnnV-positiven Zellzahl auf über 45 Prozent. Verzögert kam es nach 6 
bis 8 h zu einer Vermehrung der PI-positive Zellfraktion auf etwa 40 Prozent 
Dies lässt vermuten, dass GM697-Zellen in diesem Modell nach etwa 4 h in ein 
frühes Apoptosestadium eintreten und mit einer zeitlichen Verzögerung von et-
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Abb. 3.1: Etoposid induziert Apoptose in der Prä-B-ALL-Zelllinie GM697, nach-
gewiesen durch eine seriell durchgeführte Färbung mit AnnV-FITC (AnnV-FITC) 
oder Propidiumiodid (PI). Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6 und 8 h nach Beginn der 
Inkubation mit 17 µM Etoposid wurde der Prozentsatz apoptotischer Zellen be-
stimmt. Dazu wurden die Zellen gewaschen, mit AnnV-FITC oder PI gefärbt und 
im FACS analysiert. Grafisch dargestellt ist der Prozentsatz AnnV-positiver bzw. 
PI-positiver Zellen, gemessen an der Gesamtzahl der inkubierten Zellen.     
 
 
Diese Vermutung wurde durch eine Doppelfärbung überprüft, bei der jede ein-
zelne Zelle simultan mit AnnV-FITC und PI angefärbt wurde. Hierbei ergeben 
sich vier permutatorisch mögliche Zellfraktionen: Vitale Zellen sind AnnV-/PI-, 
frühapoptotische Zellen AnnV+/PI-, spätapoptotische Zellen AnnV+/PI+ und 
nekrotische Zellen oder mechanisch bedingte Zelltrümmer AnnV-/PI+. In Abbil-
dung 3.2 sind die Ergebnisse einer Etoposid-Konzentrationsreihe bei GM697-
Zellen wiedergegeben. Die Zellen wurden für 6 h mit logarithmisch aufsteigen-
den Konzentrationen von Etoposid inkubiert, um dadurch die zur Induktion der 
Apoptose optimale Dosis Etoposid empirisch zu bestimmen. Nach Inkubation 
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Abb. 3.2: Dosis-Findungs-Untersuchung zur Apoptose induzierenden Wirkung 
von Etoposid auf leukämische B-Zellen. GM697-Zellen wurden für 6 h jeweils 
mit exponentiell ansteigenden Dosen von Etoposid (0,034 – 340 µM) inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen gewaschen, in einer Doppelfärbung mit AnnV-
FITC und PI gefärbt und im FACS analysiert. Dargestellt ist der Prozentsatz vita-
ler (AnnV-/PI-), frühapoptotischer (AnnV+/PI-), spätapoptotischer (AnnV+/PI+) 
und nekrotischer (AnnV-/PI+) Zellen.  
 
Die Kontrollzellen ohne Etoposid waren zu 90 Prozent vital (AnnV-/PI-). Die rest-
lichen zehn Prozent sind ein Gemisch aus apoptotischen, nekrotischen und me-
chanisch zerstörten Zellen. Die Inkubation der Zellen mit einer Dosis von 0,034 
µM Etoposid bot ein vergleichbares Bild, führte also noch nicht zur Induktion der 
Apoptose. Bei 0,34 µM Etoposid zeigte sich bereits eine leichte Vermehrung der 
frühapoptotischen Zellfraktion (AnnV+/PI-). Deutlicher war der Effekt bei der 
zehnfachen Dosis: 3,4 µM Etoposid führte nach 6 h zu 20 Prozent frühapoptoti-
schen (AnnV+/PI-) und etwa 10 Prozent spätapoptotischen (AnnV+/PI+) Zellen. 
Durch 34 µM Etoposid ließen sich diese Zellfraktionen noch geringfügig erhöhen 
(AnnV+/PI- etwa 30 Prozent, Ann+/PI+ etwa 15 Prozent). Bei der hohen Dosis 
von 340 µM Etoposid setzte sich dieser Trend nicht mehr fort, sondern es fiel 
eine andere Verteilung der Zellfraktionen auf: Beinahe 90 Prozent aller Zellen 
waren AnnV+/PI+, aber nur etwa fünf Prozent AnnV+/PI-. Damit ist der Anteil 
frühapoptotischer Zellen vergleichbar mit der Situation bei der Leerkontrolle und 
die meisten der AnnV+/PI+ Zellen repräsentieren bereits spätapoptotische Zel-
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Abb. 3.3: Die Apoptoseinduktion in GM697-Zellen mit Etoposid ist ein dosisab-
hängiger Prozess. Die Zellen wurden für 6 h mit Etoposid inkubiert, bevor im 
FACS die Zellpopulationen AnnV+/PI-sowie AnnV+/PI+ bestimmt wurden. Die 
Abbildung zeigt dot plots, bei denen die Fluoreszenzintensität (FI) von AnnV-
FITC gegen die von PI in exponentieller Skalierung aufgetragen ist. Die Pro-
zentzahlen in den Quadranten geben die Zellfraktionen AnnV+/PI- und 
AnnV+/PI+ wider. Die AnnV+/PI- Zellen sind grafisch schwer zu erkennen, da 
sie fast allesamt auf die Abszissenlinie projiziert werden. Daher scheint die Zu-
nahme der frühapoptotischen Zellfraktion (AnnV+/PI-) optisch nicht der rechne-
rischen Analyse zu entsprechen. Dafür wird die Zunahme der  spätapoptoti-
schen Zellfraktion (AnnV+/PI+) deutlich: Die Punktwolke im rechten oberen 





Diese Versuche wurden mehrmals durchgeführt und erbrachten konsistent die-
selben Ergebnisse. Damit konnte gezeigt werden, dass in vorliegendem Modell 
die Apoptose der GM697-Zellen durch das Zytostatikum Etoposid konzentrati-
onsabhängig induziert werden kann. Es konnte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung 
zwischen Etoposid und der Apoptose nachgewiesen werden.  
 
 
3.1.2  Bestimmung der Caspase-3 als alternativer Apoptosenachweis 
 
Obwohl die Färbung mit AnnV und PI eine leicht durchführbare, gut reprodu-
zierbare, sensitive und spezifische Methode zur Erfassung eines frühen Apopto-
sestadiums darstellt, wurde als alternative Nachweismethode die Bestimmung 
der Caspase-3 untersucht, um hiermit eventuell ein noch früheres Apoptosesta-
dium detektieren zu können, als dies mit AnnV der Fall ist. Caspase-3 gilt als 
zentrale Effektorprotease der Apoptose, da alle Apoptosestimuli letztendlich in 
der Aktivierung dieses Enzyms kulminieren [Earnshaw, 1999]. Caspase-3 ist die 
enzymatisch aktive Form, die durch proteolytische Abspaltung aus Procaspase-
3 entsteht. Seit kurzem gibt es einen FACS-Antikörper, der gegen ein Epitop der 
aktiven Form gerichtet ist und nur zu einem vernachlässigbaren Prozentsatz an 
homologe Caspasen bindet.  
 
Für diese Versuche wurden GM697-Zellen mit 17 µM Etoposid über verschie-
dene Zeitintervalle hinweg inkubiert. In Abbildung 3.4 sind die Ergebnisse des 
Experiments dargestellt. Es zeigte sich einerseits eine Subpopulation, in der 
keine aktive Caspase-3 angefärbt werden konnte. Diese Population Caspase-3-
negativer Zellen machte in der Kontrolle ohne Etoposid beinahe 100 Prozent 
aus und wurde nach 6 h Inkubation mit Etoposid deutlich geringer. Bereits nach 
2 und 3 h Inkubation mit Etoposid konnte zudem eine Caspase-3-positive Zell-
fraktion ausgemacht werden, die aber noch im Bereich unter 5 Prozent lag. 
Nach 6 h erreichte die Caspase-3-positive Fraktion annähernd 30 Prozent und 
nach 8 h  etwa 50 Prozent aller vitalen Zellen.  
 
Damit ist gezeigt, dass die aktive Caspase-3 durchflusszytometrisch nachge-
wiesen werden kann und im vorliegenden Apoptosemodell ein frühes Apopto-
sestadium anzeigt. Da jedoch ein eindeutiger Nachweis Caspase-3-positiver 
Zellen noch nicht nach 3 h, sondern erst nach 4-6 h erfolgt, besitzt diese Metho-
de keinen zeitlichen Vorteil gegenüber der etablierten AnnV-PI-Färbung, die 
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Abb. 3.4: Durch den Nachweis der Caspase-3-Aktivität lässt sich ein frühes  
Apoptosestadium identifizieren. GM697-Zellen wurden über variable 
Zeitintervalle hinweg mit 17 µM Etoposid inkubiert. Danach wurde die aktive 
Form der Caspase-3 unter Verwendung eines spezifischen Antikörpers 
durchflusszytometrisch gemessen. In die Auswertung wurden nur Zellen 
eingeschlossen, die den morphologischen Kriterien normaler Zellen entspra-
chen, d.h. Zelldetritus wurde ausgeschlossen (großes Bild links oben). Die 
Histogramme zeigen die Isotyp-Kontrolle (links unten) sowie die Caspase-3-
Färbung zu vier verschiedenen Zeitpunkten (kleine Histogramme rechts). Der 
rechnerisch ermittelte Prozentsatz Caspase-3-positiver Zellen ist jeweils in das 




3.1.3  Validierung des Modells durch Nachweis der DNA-Fragmentierung 
 
In einem letzten Schritt wurde die für Apoptose typische internukleosomale 
Fragmentierung der DNA demonstriert, um das Etoposid-Modell der Apoptose in 
GM697-Zellen durch diesen qualitativen Goldstandard zu validieren. GM697-
Zellen wurden über 24, 48 und 72 h mit 17 µM Etoposid inkubiert. Anschließend 
wurde die DNA extrahiert und im Rahmen einer Agarose-Gelelektrophorese 
aufgetrennt (Abb. 3.5). Während die Negativkontrolle einer intakten DNA in vol-
ler Länge nicht weit migrierte, zeigte die DNA der mit Etoposid inkubierten Zel-
len eine deutliche Fragmentierung in DNA-Bruchstücke, welche im Gel durch 
ihre verschieden weite Migration den Aspekt einer Stufenleiter hervorriefen (die 
charakteristische apoptotic ladder). Dies ist bei einer Inkubationsdauer von 24 
als auch von 48 h jeweils gut nachweisbar, bei der Inkubation über 72 h zeigt 
sich allerdings ein undeutliches, verwaschenes Bild: Die DNA ist zu diesem spä-
ten Zeitpunkt bereits so weit durch ubiquitäre Nukleasen zersetzt, dass die 
meisten Fragmente zu klein sind, um noch im Gel als Leiter sichtbar zu werden.   
   
Mit diesem qualitativen Apoptosenachweis ist gezeigt, dass Etoposid in GM697-
Zellen bei der verwendeten Konzentration tatsächlich Apoptose induziert. Damit 
ist die Validität der AnnV-PI-Färbung als auch der Caspase-3-Bestimmung in 
diesem Modell gesichert. 
 
Mit den beschriebenen Experimenten wurde ein Apoptosemodell am Beispiel 
von GM697-Zellen etabliert. Es wurde mit Etoposid ein induzierendes Agens 
gefunden und durch Dosisfindungsversuche sowie kinetische Untersuchungen 
charakterisiert. Valide Nachweismethoden wurden etabliert, wobei sich die An-
wendung von AnnV und PI als Methode der Wahl bestätigte und die Messung 
der aktiven Caspase-3 als mögliche Alternative darstellte. Mit der DNA-
Elektrophorese gelang der eindeutige qualitative Nachweis der Apoptose in die-
sem Modell. Somit stand ein methodisches Arsenal zur Verfügung, mit dessen 
Hilfe die Wirkung von Bcl-2-Antisense-Oligonukleotiden auf die Apoptose stu-

























































Abb. 3.5: Nachweis der charakteristischen internukleosomalen DNA-
Fragmentierung zur Validierung des Apoptosemodells. GM697-Zellen wurden 
ohne Etoposid über 24 h bzw. mit 17 µM Etoposid über 24, 48 und 72 h inku-
biert. Anschließend wurde die DNA nach dem im Methodenteil beschriebenen 
Protokoll extrahiert und in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Als 
Referenzen dienten Molekulargewichts-Standards der Größen 1 Kilobase (kb) 
und 100 Basenpaare (bp). Die Proben „17 µM Etoposid über 24h“ und „17 µM 












3.2  Antisense-Experimente  
 
3.2.1  Transfektion der Oligonukleotide mit Lipofektin und ExGen 500 
 
Um eine antisense-vermittelte Hemmung von RNA zu erzielen, müssen die An-
tisense-Oligonukleotide (Antisense-ODN) in die Zelle und dort vorzugsweise in 
das nukleäre Kompartiment gelangen. Die Größe und negative Gesamtladung 
der ODN erschwert deren intrazelluläre Aufnahme. Deshalb sind bei Versuchen 
mit permanenten Zelllinien Carrier nötig, welche die ODN in die Zelle transfizie-
ren. In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden Carrier Lipofektin, ein kationi-
sches Lipidgemisch, und ExGen 500, ein lineares Polyethylenimin, untersucht.   
 
a) Effizienz der Transfektion 
 
Zunächst wurde untersucht, wie effizient GM697-Zellen mit ODN transfiziert 
werden können. Hierbei wurden FITC-markierte ODN (ODN-FITC, 18-mere) 
verwendet, die auf Grund ihrer Fluoreszenz durchflusszytomerisch identifiziert 
werden können. Durch mehrmaliges Waschen der Zellen nach Inkubation wurde 
sicher gestellt, dass nicht unspezifisch auf der Zelloberfläche haftende ODN 
fälschlicherweise im FACS mitgemessen wurden. Die Korrelation von durch-
flusszytometrischer ODN-FITC-Messung und ODN-FITC-Anreicherung in Zytop-
lasma und Kern war in unserem Labor bereits mit konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie nachgewiesen worden [Hartmann, 1998 b]. Somit konnte von der 
Messung FITC-markierter ODN auf die Effizienz der Transfektion rückgeschlos-
sen werden.  
 
Lipofektion gilt als etablierte Methode zur intrazellulären ODN-Transfektion und 
wurde deshalb zuerst untersucht (Abb. 3.6). GM697-Zellen wurden für 4 h mit 
einem 20 min lang präinkubierten Gemisch aus 1 µM FITC-markierten ODN und 
verschiedenen Konzentrationen Lipofektin inkubiert, anschließend dreimal ge-
waschen und im FACS analysiert. Die Konzentration des kationischen Lipofektin 
wurde so gewählt, dass das molare Ladungsverhältnis zu den anionischen ODN 
zwischen 0,9 : 1 (Kation : Anion) und 1,3 : 1 betrug. In diesen Grenzen ist die 
optimale Mischung bei Monozyten und B-Zellen beschrieben worden [Hartmann, 
1998 b]. Die Spontanaufnahme von ODN-FITC war gering: Abbildung 3.6 zeigt 
den Anschnitt einer rechtsschiefen Gauß-Kurve mit einer mittleren Fluoreszenz-
intensität (MFI) von 2,31 bzw. 1,98 (Experimentalduplikat). Die Komplexierung 
von ODN mit Lipofektin erhöhte die zelluläre Aufnahme deutlich: Selbst auf der 




Fluoreszenzwerten hin. Mit MFI-Werten von 165, 200 und 158 (jeweils bei den 
molaren Ladungsquotienten 0,9, 1,1 und 1,3) wurde eine 200-fache Steigerung 
der zellulären Aufnahme erreicht. Die Kurvenform veranschaulicht auch, dass 
die Zellen relativ homogen den ODN-Lipofektin-Komplex aufnahmen und nur 
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Abb. 3.6: GM697-Zellen lassen sich mittels Lipofektin gut mit ODN transfizieren. 
Die Zellen wurden für 4 h mit einem 20 min lang präinkubierten Gemisch aus 1 
µM fluoreszenzmarkierten ODN (ODN-FITC) und Lipofektin inkubiert, dann ge-
waschen und im FACS analysiert. In den Histogrammen ist die Fluoreszenzin-
tensität (FI) auf der Abszisse gegen die Zellzahl auf der Ordinate aufgetragen. 
Zusätzlich sind in den Grafiken die Werte der mittleren Fluoreszenzintensitäten 
(MFI) kursiv eingetragen. Die obere Reihe stellt die Eigenfluoreszenz der Zellen 
und die als Duplikat gemessene Spontanaufnahme von ODN dar. Die untere 
Reihe repräsentiert die Lipofektin-vermitelte ODN-Aufnahme, wobei die Lipofek-
tin-ODN-Komplexe in verschiedenen molaren Ladungsverhältnissen getestet 
wurden: 0,9, 1,1 und 1,3 (jeweils über den Histogrammen angegeben). „0,9“ 





Da das optimale molare Ladungsverhältnis empirisch ermittelt werden muss, 
wurde in einem zweiten Versuch neben dem bisher effektivsten Ladungsquo-
tienten 1,1 auch noch 1,0 und 1,2 untersucht. Das Versuchsprotokoll entsprach 
dem oben beschrieben. Wie Abbildung 3.7 zeigt, wurde bei einem Ladungs-
quotienten von 1,1 erneut eine effektive zelluläre Aufnahme festgestellt, aller-
dings mit einer niedrigeren MFI als im Vorversuch (MFI = 129). Eine bessere 
Aufnahme erfolgt bei einem Ladungsquotienten von 1,2 (MFI = 143). Obwohl die 
Unterschiede der drei hier untersuchten molaren Ladungsverhältnisse hinsicht-
lich der Effizienz der Transfektion marginal sind, wurde für weitere Versuche mit 
Lipofektin das empirisch als optimal ermittelte Verhältnis von 1,2 : 1 verwendet.   
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Abb. 3.7: Das ideale molare Ladungsverhältnis der Lipofektin-ODN-Komplexe 
zur Transfektion von ODN in GM697-Zellen beträgt 1,2 : 1. Das Versuchsproto-
koll ist wie in der Legende zu Abb. 3.6 beschrieben. Die MFI-Werte sind kursiv 
in die Grafiken eingetragen. Groß gedruckt sind die Werte der molaren La-
dungsverhältnisse von Kationen zu Anionen.    
 
 
Anschließend wurde der etablierte Carrier Lipofektin mit dem noch wenig unter-
suchten Carrier ExGen 500 verglichen. ExGen 500 ist im Gegensatz zu Lipofek-
tin kein Lipidgemisch, sondern ein Polymer, genauer ein lineares Polyethylen-
imin. Es soll eine bessere Verteilung der ODN in der Zelle bewirken [Boussif, 
1995] und in vivo eine größere Wirksamkeit entfalten [Ferrari, 1997]. Das Trans-
fektionsprotokoll war im Prinzip dasselbe wie bei Lipofektin. ExGen 500 wurde 
jedoch nicht in Aqua destillata verdünnt, sondern der Literatur folgend [Boussif, 
1995] in sterilem 9%-igem NaCl oder in 5%-iger Glucoselösung. Lipofektin wur-




500-Konzentration wurde so gewählt, dass auf jede Phosphatgruppe im ODN 
neun Äquivalente ExGen 500-Stickstoffatome kamen. Damit soll laut Literatur 
die höchste Transfektionseffizienz erreicht werden [Boussif, 1995].  
 
In Abbildung 3.8 ist das Ergebnis dieses Versuchs in einem Balkendiagramm 
dargestellt. Während mit Lipofektin annähernd 100 Prozent der Zellen transfi-
ziert werden, sind es bei ExGen 500 maximal 15 Prozent. Die geringe Transfek-
tionseffizienz von ExGen war unabhängig davon, ob 150 mM NaCl oder 5% 
Glucose als Verdünnungsmedium verwendet wurde. Auch die Variation des 
Trägermaterials (Polypropylen- versus Polystyrolröhrchen) hatte keinen Einfluss 


































Abb. 3.8: Effizienz der Transfektion von GM697-Zellen mit ODN und den beiden 
Carriern Lipofektin und ExGen 500 im Vergleich. Das Versuchsprotokoll ist wie 
im Methodenteil beschrieben. Auf der Ordinate ist der Prozentsatz transfizierter 
Zellen angegeben, auf der Abszisse sind die Konditionen verzeichnet: „L/O 1,1“ 
steht für ein Lipofektin/ODN-Gemisch im molaren Ladungsverhältnis 1,1 : 1; 
„E/O (0,8 µM)“ steht für ein ExGen 500/ODN-Gemisch mit einer ExGen 500-








b) Toxizität der Transfektionscarrier 
 
Um die In vitro-Toxizität der Carrier Lipofektin und ExGen 500 beurteilen zu 
können, beinhaltete das oben beschriebene Experiment eine Färbung mit PI. 
Wie in Abbildung 3.9 dargestellt, kam es mit Lipofektin nur bei maximal zehn 
Prozent aller GM697-Zellen zur PI-Anfärbung, d.h. zur toxisch bedingten Zerstö-
rung der Membranintegrität. ExGen 500 zeigte dieses Phänomen relativ unab-
hängig von der verwendeten Konzentration bei 70-80 Prozent aller Zellen.  
 
























Abb. 3.9: Toxizität der Carrier Lipofektin und ExGen 500 im Vergleich. GM697-
Zellen wurden im beschriebenen Modell mit ODN tranfiziert, wobei je drei Kondi-
tionen von Lipofektin und ExGen 500 getestet wurden. „L/O 1,1“ steht für ein 
Lipofektin/ODN-Gemisch mit molarem Ladungsverhältnis 1,1 : 1; „E/O (0,8 µM)“ 
für ein ExGen 500-ODN-Gemisch mit einer ExGen 500-Konzentration von 0,8 
µM. Die Ordinate zeigt den Prozentsatz von Zellen, die mit PI anfärbbar waren.  
 
 
Die Toxizität von ExGen 500 ließ sich durch methodische Veränderungen am 
Versuchsprotokoll nicht signifikant vermindern. Wie Abbildung 3.10 zeigt, 
machte es keinen Unterschied, ob als Verdünnungsmedium 5%-ige Glucose-
Lösung statt 150 mM NaCL-Lösung verwendet wurde. Da manche Oberflächen 
mit ExGen 500 interagieren können, wurde auch der Einfluss des Versuchsma-
terials (Röhrchen, Kulturplatten) untersucht: Die Verwendung von Polystyrol-
Materialien, welche für Experimente mit ExGen 500 oft empfohlen werden, zeig-
te gegenüber Polypropylen-Materialien keine Reduktion der Toxizität (Daten 
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Abb. 3.10: Vergleichende Untersuchung der Toxizität von ExGen 500 bei Ver-
wendung der beiden Lösungsmedien NaCl 0,9% („NaCl“) und Glucose 5% 
(„Glc“). GM697-Zellen wurden nach dem im Methodenteil beschriebenen Proto-
koll mit 1 µM ODN in Komplex mit ExGen 500 inkubiert und anschließend im 
FACS untersucht. Die Toxizität wurde durch eine Färbung mit PI bestimmt. 
 
 
Durch die Experimente zur Transfektion von GM697-Zellen ergaben sich fol-
gende Erkenntnisse:  
 
(1) Lipofektin ist zur Transfektion von GM697-Zellen ideal geeignet.  
(2) Bei richtiger Komplexierung von Lipofektin und ODN ist die Toxizität 
dieses Carriers gering.  
(3) ExGen 500 ist sowohl im Hinblick auf die Effektivität der Transfektion 
als auch die Zytotoxizität kein geeigneter Carrier für GM697-Zellen. 
  








3.2.2  Suppression von Bcl-2 durch das Antisense-Oligonukleotid G3139 
 
Nach Etablierung eines Apoptosemodells und eines Systems der ODN-
Transfektion wurde untersucht, ob Antisense-ODN die Expression von Bcl-2 in 
GM697-Zellen hemmen und die Apoptose beeinflussen können. Als Carrier 
wurde Lipofektin verwendet. Zunächst wurden Kinetikuntersuchungen durchge-
führt (Abb. 3.11). Die Zellen wurden in einer Konzentration von 1x106/ml mit 
einem präinkubierten Gemisch von 1 µM ODN und 27,2 µg/ml Lipofektin (mola-
res Ladungsverhältnis 1,2 : 1) für 4 h inkubiert. Danach wurden die Zellen drei-
mal gewaschen und erneut in Kultur gebracht. Nach einer variablen Zeitspanne 
wurde im FACS die Expression von Bcl-2 bestimmt. Es zeigte sich 12 h nach 
Ende der Inkubation mit dem ODN-Lipofektin-Gemisch (bzw. 16 h nach Beginn 
der Inkubation) eine Bcl-2-Reduktion auf 60 Prozent des Kontrollwerts.  
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Abb. 3.11: Kinetik der Bcl-2-Reduktion durch das Antisense-ODN G3139 in 
GM697-Zellen. Die Zellen wurden für 4 h entweder mit 1µM G3139 im Komplex 
mit Lipofektin (volle Kreise) oder nur mit Medium (leere Kreise) inkubiert. Das 
G3139-Lipofektin-Gemisch war in einem Präinkubationsschritt gebildet worden 
(1 µM G3139 + 27,2 µg/ml Lipofektin für 20 min inkubiert). 0, 6, 12, 24, 48 und 
72 h nach Inkubationsende wurden Aliquots gewaschen und eine intrazelluläre 
Bcl-2-Färbung durchgeführt. Die Grafik zeigt die durchflusszytometrischen MFI-
Werte von Bcl-2 als Relativwerte gemessen an der Kontrolle ohne ODN. Die 




Nach der Bestimmung des optimalen Zeitpunktes zur antisense-vermittelten Bcl-
2-Hemmung in GM697 wurde die Bcl-2-Expression 12 h nach Inkubation mit 
Antisense-ODN und verschiedenen Kontrollen untersucht. Als Bcl-2-Antisense-
ODN wurden G3139 und ODN 2009 − mit und ohne Lipofektin − verwendet, als 
Negativkontrolle zu den Antisense-ODN diente ODN 2010, das aus denselben 
Basen besteht wie ODN 2009, aber an vier Stellen Adenosin und Thymidin ver-
tauscht hat (4-mismatch-ODN). In Abbildung 3.12 ist ersichtlich, dass G3139 
und ODN 2009 ohne Lipofektin die Bcl-2-Expression nicht veränderten. Mit Lipo-
fektin kam es jedoch zu einer Bcl-2-Reduktion, die bei G3139 um 50 Prozent 
und bei ODN 2009 etwa 25 Prozent betrug. Das Kontroll-ODN 2010 führte mit 
Lipofektin nur zu einer minimalen Bcl-2-Reduktion, was mit einem unspezifi-
schen Effekt des Phosphorothioat-Gerüsts vereinbar war. Ein 4-mismatch-
Kontroll-ODN zu G3139, nämlich G3139F1, konnte aus logistischen Gründen 
nur in einem der drei Versuche verwendet werden und ist daher im Diagramm 
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Abb. 3.12: Hemmung der Bcl-2-Synthese in GM697-Zellen durch die Bcl-2-
Antisense-ODN G3139 und ODN 2009. Die Zellen wurden für 4 h ohne ODN, 
mit G3139 (+/- Lipofektin), ODN 2009 (+/- Lipofektin) oder ODN 2010 (+ Lipofek-
tin) inkubiert. Die ODN-Konzentrationen waren stets 1 µM. Der Komplex mit Li-
pofektin war durch 20 min Präinkubation gebildet worden (1 µM ODN + 27,2 
µg/ml Lipofektin). 12 h nach Ende der Inkubation wurden die Zellen gewaschen 
und die Bcl-2-Expression im FACS gemessen. Die MFI von Bcl-2 ist als Pro-
zentangabe relativ zur Mediumkontrolle dargestellt. Die Säulen zeigen 
Mittelwerte + SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten (Ausnahme # n = 2). 




Um zu untersuchen, ob sich die antisense-vermittelte Hemmung von Bcl-2 auf 
die spontane Apoptoserate auswirkte, wurde nun bei derselben Versuchsanord-
nung der frühe Apoptosemarker Caspase-3 mitgemessen (s. Abb. 3.13). Die 
beiden Antisense-ODN G3139 und ODN 2009 zeigten ohne Lipofektin keine 
Aktivierung der Caspase-3. Im Komplex mit Lipofektin führte G3139 jedoch zu 
einer über zehnfachen Erhöhung des messbaren Levels der aktiven Caspase-3, 
ODN 2009 lediglich zu einer etwa zweifachen Erhöhung. Auch das Kontroll-
ODN 2010 zeigte in Verbindung mit Lipofektin eine leichte Aktivierung der 
Caspase-3, die mit derjenigen des ODN 2009 vergleichbar war und als unspezi-



































Abb. 3.13: Erhöhung der spontane Apoptoserate von GM697-Zellen bei Lipo-
fektin-vermittelter Transfektion mit dem Anti-Bcl-2-ODN G3139. Die Zellen wur-
den für 4 h unter den angegebenen Bedingungen inkubiert (s. Legende zu Abb. 
3.12). Der Komplex mit Lipofektin war in einem Präinkubationsschritt gebildet 
worden. 12 h nach Ende der Inkubation wurden die Zellen gewaschen, permea-
bilisiert, mit fluoreszenzmarkierten Anti-Caspase-3-Antikörpern inkubiert und 
schließlich im FACS analysiert. Dargestellt ist der Prozentsatz Caspase-3-
positiver Zellen.  
 
 
In einem weiteren Experiment wurde das Bcl-2-homologe Protein Bcl-xL quanti-
fiziert, um die Spezifität der Antisense-Wirkung sicherzustellen (Abb. 3.14). An-
ders als bei Bcl-2 wurde die Expression von Bcl-xL durch das Antisense-ODN 
nicht reduziert, sondern nahm durch die Inkubation der Zellen mit Lipofektin-




über 7,7 mit dem Kontroll-ODN). Der Effekt konnte in dieser Deutlichkeit nur bei 
G3139, nicht bei dem Kontroll-ODN G3139F1 beobachtet werden. Die Sequenz 
G3139F1 zeigte allerdings auch eine leichte Erhöhung von Bcl-xL (um zehn Pro-
zent), was nicht verwundern muss, wenn man berücksichtigt, dass G3139 ein 
CpG-Motiv enthält (s. Tab. 2.1). 
 












































Abb. 3.14: Die Expression des Kontrollproteins Bcl-xL wird im Gegensatz zur 
Expression von Bcl-2 durch das Antisense-ODN G3139 nicht vermindert. Das 
Versuchsprotokoll entsprach dem in der Legende zu Abb. 3.12 beschriebenen. 
Die Expression von Bcl-xL wurde analog zu der von Bcl-2 mittels eines fluores-
zenzmarkierten Anti-Bcl-xL-Antikörpers im FACS bestimmt. Die abgebildeten 
Original-Grafiken zeigen die logarithmisch aufgetragenen Fluoreszenzintensitä-
ten (FI) von Bcl-2 resp. Bcl-xL, jeweils für G3139, das Kontroll-ODN G3139F1 
und die Mediumkontrolle übereinanderprojiziert.  
 
 
Dieses Ergebnis warf die Frage auf, ob die G3139-abhängige, leichte Erhöhung 
der Bcl-xL-Expression nur ein unspezifisches Epiphänomen der spezifischen 
Bcl-2-Hemmung war oder als Ausdruck eines eigenständigen, nicht-antisense-
vermittelten Effekts von G3139 auf Bcl-xL gedeutet werden konnte. Für die zwei-
te Option sprach die Tatsache, dass G3139 zwei CpG-Motive enthält, die für 
ihre direkten Effekte auf B-Lymphozyten bekannt sind (s. Einleitung). Deshalb 
wurden ergänzende Experimente mit GM697-Zellen durchgeführt, um einen e-




Diese Experimente wurden ohne Lipofektin und mit höheren Konzentrationen an 
G3139 durchgeführt, da CpG-Effekte bei ausreichender Konzentration des ODN 
über die membranständige Rezeporen vermitteltet werden und eine Transfekti-
on mittels Carrier eher hinderlich ist, weil die ODN dadurch überwiegend in das 
Zytosol anstatt in das Endolysosom gelangen (s. Kapitel 1.5.3). Tatsächlich 
zeigten die Experimente, dass G3139 bei einer Konzentration von 4 µM in 
GM697-Zellen immunologische Aktivierungsmarker induzierte. Hierbei kam es 
24 h nach Beginn der Inkubation mit G3139 zu einer zehnfachen Erhöhung von 
CD80 (= B7.1) und einer dreifachen Zunahme von CD86 (= B7.2), die im Laufe 
der nächsten zwei Tage wieder abnahmen (s. Abb 3.15). Beide Effekte ließen 
sich nicht durch das Antisense-Kontroll-Oligonukleotid ODN 2010 induzieren, 
das keine CpG-Motive enthält.  
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Abb. 3.15: Hochregulation der Aktivierungsmarker CD80 und CD86 durch Inku-
bation von GM697-Zellen mit G3139. GM697-Zellen wurden mit 4 µM G3139 
(enthält CpG-Motive) oder dem Kontroll-ODN 2010 (enthält keine CpG-Motive) 
ohne Lipofektin-Komplexierung inkubiert. Nach 0, 24, 48 und 72 h (Tag 0, 1, 2, 
3) wurde die Expression von CD80 (= B7.1) und CD86 (= B7.2) auf den Zellen 
durchflusszytometrisch untersucht. Dazu wurden die Zellen mit fluoreszenzmar-
kiertem Antikörpern gegen CD80  und CD86 gefärbt und im FACS analysiert. 







3.2.3  Nicht-Antisense-vermittelte Effekte von G3139  
 
Um den durch die oben vorgestellten Experimente begründeten Verdacht auf 
einen CpG-Effekt von G3139 zu erhärten, wurden Versuche mit Burkitt-
Lymphom-Linien durchgeführt. Die Zelllinien Daudi JP und DG 75 haben den 
Vorteil, dass sie zwar Bcl-xL exprimieren, nicht aber Bcl-2. Daher kann es in die-
sen Zelllinien keinen Bcl-2-Antisense-Effekt und somit auch keine sekundären 
Epiphänomene wie etwa eine kompensatorische Bcl-xL-Erhöhung geben. Eine 
Veränderung der Bcl-xL-Expression müsste damit unabhängig von den Anti-
sense-Eigenschaften des ODN erklärt werden. Versuche mit Daudi JP- und DG 
75-Zellen stellen also eine Negativkontrolle für den Antisense-Effekt selbst dar. 
 
Daudi JP- bzw. DG 75-Zellen wurden mit 5 µM G3139 für 24 h inkubiert. Als 
Negativkontrolle dienten Zellen, die nur im Medium inkubiert wurden. Um eine 
Positivkontrolle für den CpG-Effekt zu haben, wurden Aliquots mit dem im-
munstimulatorischen ODN 2006 inkubiert, das als potentes, B-Zell-aktivierendes 
CpG-ODN im humanen System gilt [Hartmann, 2000 b]. Anschließend wurden 
die beiden kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86, das Adhäsionsmole-
kül CD54 (= ICAM-1) sowie Bcl-xL im FACS bestimmt (s. Abb. 3.16).  
 
Das CpG-ODN 2006 führte bei Daudi JP-Zellen zu einer signifikanten 
Verdoppelung der Aktivierungsmarker CD54, CD80 und CD86 sowie einer 
geringeren, aber signifikanten Erhöhung von Bcl-xL. Die Ergebnisse der 
Inkubation mit G3139 waren analog. Auch hier erreichte die Induktion der 
Aktivierungsmarker und des Bcl-xL Signifikanzniveau. Anders verhielt es sich 
DG 75-Zellen. Hier zeigte zwar ODN 2006 wieder − ähnlich wie Daudi JP-Zellen 
− eine starke Induktion von CD54 und CD86 sowie eine mäßige Erhöhung von 
CD80 und Bcl-xL. Jedoch entwickelte G3139 bei DG 75 einen geringeren Induk-
tionseffekt als bei Daudi JP-Zellen. Verglichen mit ODN 2006 zeigte G3139 
nahezu keinen Induktionseffekt auf CD54 und CD80. Die Marker CD86 und Bcl-
xL wurden zwar etwas induziert, aber deutlich geringer als durch ODN 2006.  
 
Durch die Experimente mit GM697-Zellen und Burkitt-Lymphom-Linien wurde 
klar, dass G3139 zwar im verwendeten Experimentalmodell einen Antisense-
Effekt haben kann, aber zusätzlich auch immunologische Aktivitätsmarker in 
verschiedenen malignen B-Zellen hochreguliert. Letztere Wirkung schien mit 
den in G3139 vorhandenen CpG-Motiven zusammenzuhängen, da CpG-
negative Kontrollen den Effekt nicht zeigten, aber ein definiertes CpG-ODN ein 




Zelllinien gemacht und haben deshalb einen artefiziellen Charakter. Um die Er-
gebnisse in einem ein realistischeren und der klinischen Praxis näheren Modell 






















































































Abb. 3.16: Wirkungen der CpG-haltigen ODN 2006 und G3139 auf die Burkitt-
Lymphomlinien Daudi JP und DG 75. In getrennten Experimenten wurden Daudi 
JP-Zellen (obere Reihe) bzw. DG 75-Zellen (untere Reihe) für 24 h mit drei 
Konditionen inkubiert: nur Medium, 5 µM ODN 2006, 5 µM ODN G3139. An-
schließend wurden die Zellen gewaschen und im FACS auf die Expression von 
CD54 (= ICAM-1), CD80 (= B7.1), CD86 (B7.2) und Bcl-xL hin untersucht. Die 
Ordinaten geben die absoluten MFI-Werte an. Die Säulen stellen Mittelwerte + 
SEM aus n = 4 (Daudi JP) bzw. n = 3 (DG 75) unabhängigen Experimenten da. 





3.3  Versuche mit primären B-CLL-Zellen 
 
Primäre humane B-CLL-Zellen sind eine geeignetes Modell, um sowohl die 
Antisense-Effekte als auch die immunologischen, CpG-vermittelten Wirkungen 
von G3139 zu untersuchen (s. Kapitel 1.3). Die auf einer Überexpression von 
Bcl-2 basierende Apoptoseresistenz bietet einen idealen Ansatzpunkt für eine 
Reduktion der Bcl-2-Expression mittels Antisense-Technik. Pepper et al. 
veröffentlichten die ersten Experimente mit Antisense-ODN in humanen B-CLL-
Zellen und berichteten über eine antisense-vermittelte Bcl-2-Reduktion sowie 
eine gesteigerte Apoptose mit dem Oligonukleotid 2009 [Pepper, 1999].  
Gleichzeitig eignen sich B-CLL-Zellen auch zum Studium von CpG-Effekten, da 




3.3.1   Patientendaten   
Von insgesamt 13 an B-CLL erkrankten Patienten, die in den 12 Monaten zuvor 
keine Chemotherapie erhalten hatten, wurde Blut entnommen (zu den Daten 
siehe Tab. 3.1). Unter den 13 Patienten waren zwei Frauen und elf Männer. Das 
mittlere Alter bei Blutentnahme betrug 67,9 Jahre (σ = 11,5 Jahre). Es wurden 
Patienten aus jedem Stadium der Erkrankung eingeschlossen (Binet A, B, C). 
Die durchschnittliche Leukozytenzahl im peripheren Blut betrug 51,4 G/l (σ = 
46,5 G/l), die Mittelwerte der Serum-Thymidinkinase (s-Tk) sowie des Beta-2-
Mikroglobulin (β2M) waren 22,6 U/l (σ = 26,8 U/l) bzw. 3,6 mg/l (σ = 1,2 mg/l). 
Aus dem peripheren Blut wurden die mononukleären Zellen (peripheral blood 
mononuclear cells, PBMC) isoliert. Die isolierten PBMC wurden für 48 h in 
verschiedenen Ansätzen mit unterschiedlichen Oligonukleotiden in einer 
Konzentration von 5 µM inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mehrfach 



















B0802 m 56 C 76,0 5,3 4,1 
B2802 m 53 C 108,3 92,0 3,6 
B0603 m 68 A 34,8 16,0 2,0 
B0903 m 71 A/B 93,6 45,9 4,2 
B1003 f 71 A/B 22,0 27,2 5,9 
B1703 m 59 A 12,5 2,6 3,0 
B2303 m 67 A 83,2 4,0 2,2 
B2703 f 76 n.e. 124,9 31,5 5,0 
B1107b m 86 n.e. n.e. n.e. n.e. 
B1107h m 62 A 85,0 7,9 4,3 
B2407 m 59 A 15,2 5,9 2,2 
B0808b m 63 A 46,4 10,2 3,3 
B0808f m 92 B 78,0 n.e. n.e. 
Mittelwert µ  67,9  51,4 22,6 3,6 
Standardabweichung σ 11,5  46,5 26,8 1,2 
 
Tabelle 3.1: Relevante persönliche und klinische Daten der 13 an B-CLL 
erkrankten Patienten, deren PBMC experimentell untersucht wurden. Die Daten 
wurden nach der Auswertung der Experimente den ärztlichen Akten der Klinik 
entnommen. Aus Datenschutzgründen sind die Patienten mit Nummern codiert. 
Das Alter entspricht dem Alter zum Zeitpunkt der Blutentnahme. Das Binet-
Stadium war von dem behandelnden Hämatologen am Tag der Blutentnahme 
klinisch diagnostiziert worden. Die Laborwerte stammen vom Tag der 
Blutentnahme. Die Leukozytenzahl wurde routinemäßig im peripheren Blut 
bestimmt. Serum-Thymidinkinase (s-Tk) und Beta-2-Mikroglobulin (β2M) wurden 
im Serum bestimmt. N.e. = Daten nicht eruierbar. Für das Alter und die 








3.3.2   Zellidentifizierung und Oligonukleotid-Aufnahme  
Um sicher zu stellen, dass die untersuchten PBMC überwiegend aus 
Leukämiezellen bestanden und nur in geringem Prozentsatz normale B-
Lymphozyten enthielten, wurde einmalig nachgewiesen, dass in allen Ansätzen 
zwischen 85 und 95 Prozent aller PBMC CD5 und CD19 koexprimierten und 
damit als maligne B-CLL-Zellen identifiziert waren. Beispielhaft zeigt Abbildung 
3.17 eine Messung, bei der 87,1 Prozent aller vitalen Zellen CD5+/CD19+ und 
somit B-CLL-Zellen waren. Die 5,1 Prozent CD5+/CD19- Zellen repräsentieren 
T-Zellen. 





















Abb. 3.17: Durchflusszytometrische Identifizierung der malignen B-CLL-Zellen 
an Hand der Koexpression von CD5 und CD19. Es wurde eine Doppelfärbung 
der beiden Oberflächenmarker CD5 und CD19 durchgeführt und im FACS 
ausgewertet. Dargestellt sind nur die vitalen Zellen, nachdem avitale Zellen auf 
Grund ihres morphologischen Bildes aus der Auswertung ausgeschlossen 
wurden.  
 
In den ersten vier Patientenproben wurde mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten 
ODN überprüft, ob die B-CLL-Zellen − wie es von primären Zellen im Gegensatz 
zu permanenten Zelllinien erwartet werden kann − spontan (ohne Carrier) ODN 
aufnehmen. Wie Abbildung 3.18 zeigt, war dies tatsächlich der Fall. Zwar war 
die Varianz beträchtlich, aber selbst die Probe mit der geringsten ODN-

















Autofluoreszenz Fluo-ODN 5µM 
 
Abb. 3.18: Spontane Aufnahme von ODN in die primären PBMC der Patienten 
in vitro. Die gereinigten PBMC wurden für 48 h mit fluoreszenzmarkierten ODN 
(ODN-FITC) in einer Konzentration von 5 µM inkubiert. Anschließend wurden 
die Zellen gewaschen und im FACS die Menge aufgenommener ODN über 
deren mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) bestimmt. Das Balkendiagramm zeigt 
die Mittelwerte + SEM von n = 4 Experimenten. 
 
3.3.3  Endpunkt Immunstimulation 
Um der Frage nachzugehen, ob und welche ODN die B-CLL-Zellen 
immunologisch zu aktivieren imstande sind, wurde die Expression geeigneter 
Aktivierungsmarker durchflusszytometrisch bestimmt. Für B-Lymphozyten wie 
auch für B-CLL-Zellen gelten CD40, CD80 und CD86 als immunologische 
Aktivierungsmarker [Jahrsdorfer, 2001]. Abbildung 3.19 stellt die Ergebnisse 
der CD40- und CD80-Messungen dar. Der B-Zell-Aktivierungs- und 
Differenzierungsmarker CD40 wurde um das fünf- bis neunfache hochreguliert, 
wenn die Zellen für 48 h mit den CpG-haltigen ODN 2006 (vier CpG-Motive), 
G3139 (zwei CpG-Motive) und G3139F1 (ein CpG-Motiv) inkubiert wurden. 
Diese Erhöhung der Expression war für jedes der drei ODN signifikant 
gegenüber den beiden Kontrollansätzen  mit unbehandelten Zellen bzw. mit 
dem Poly-C-Oligonukleotid 2017, das als Negativkontrolle für den CpG-Effekt 
verwendet wurde. Das Oligonukleotid 2009, das keine CpG-Motive enthält, aber 
ebenso wie G3139 eine Antisense-ODN gegen Bcl-2 ist, zeigte nur eine leichte, 





























unbehandelt G3139 G3139F1 ODN 2006 ODN 2009 ODN 2017  
Abb. 3.19: Hochregulation der immunologischen Differenzierungs- und 
Aktivierungsmarker CD40 und CD80 auf der Oberfläche von B-CLL-Zellen in 
Reaktion auf bestimmte ODN. Die PBMC der Patienten wurden für 48 h mit 
verschiedenen ODN (G3139, G3139F1, 2006, 2009, 2017, Konzentration je 5 
µM) inkubiert und danach durchflusszytometrisch analysiert, wobei nur die 
CD19+ Zellen (B-Lymphozyten) in die Auswertung aufgenommen wurden. Die 
Grafik stellt die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) als Surrogatmarker für die 
Expression der beiden Proteine dar. Die Säulen geben Mittelwerte + SEM von n 
= 13 Versuchen an. ** = p < 0,01 gegenüber der Probe „unbehandelt“. 
Während die Induktion von CD40 hauptsächlich eine Zelldifferenzierung 
ausdrückt, verweist eine Hochregulation des kostimulatorischen Moleküls CD80 
(B7.1) auf eine funktionelle Aktivierung der B-Zellen. Die Expression von CD86 
wurde ebenfalls um ein Vielfaches verstärkt, sofern die Zellen für 48 h mit den 
CpG-haltigen ODN 2006, G3139 und G3139F1 inkubiert wurden. Auch hier 
erwies sich diese Expressionssteigerung als hochsignifikant gegenüber den 
beiden Negativkontrollen. Das nicht CpG-haltige ODN 2009 führte wiederum nur 
zu einer schwachen, nicht signifikanten Erhöhung der CD80-Expression. 
Sowohl die CD40- als auch die CD80-Induktion wurde in der untersuchten 
Konzentration von 5 µM am stärksten durch G3139 gefördert, gefolgt von ODN 
2006 und G3139F1. Damit erweist sich G3139 in diesem Modell als das 
potenteste der drei CpG-haltigen ODN. Durch die Inkubation mit CpG-ODN 




Originalbild einer FACS-Untersuchung. Die durch den forward scatter 
repräsentierte Zellgröße als auch die durch den side scatter dargestellte 





























forward scatter forward scatter  
Abb. 3.20: Veränderung der zellulären Morphologie als Reaktion auf das 
Oligonukleotid G3139. Nach 48 h Inkubation der PBMC mit 5 µM G3139 wurden 
die Zellen im FACS auf ihre Größe (forward scatter) und Granularität (side 
scatter) hin untersucht. Die im dot plot eingegrenzte Population (mit 
Prozentangabe gemessen an allen Zellen) stellt die nach morphologischen 
Gesichtspunkten vitalen Zellen dar. Die Grafik bezieht sich auf ein 
repräsentatives Experiment aus einer Serie.   
 
Um die Frage zu beantworten, ob die Zunahme an Größe und Granularität einer 
immunologischen Aktivierung der Zellen gleichkommt, wurden die 
morphologischen Veränderungen mit den Aktivierungsmarkern korreliert (s. 
Abb. 3.21). Im Histogramm, welches die CD40-Expression aller PBMC nach 
G3139-Stimulation darstellt, sieht man eine große Varianz mit distinkten 
Populationen variabler Expression von CD40. Stellt man diejenigen Zellen mit 
einer starken CD40-Expression selektiv im morphologischen Bild dar, so 
erkennt man, dass diese Zellen den großen und granulären Zellen entsprechen. 
Berechnungen zeigten, dass die Zunahme der CD40-Expression 
überproportional zur Größenzunahme war. Dieselbe Stuation konnte auch mit 




























Abb. 3.21: Die durch G3139 aktivierten, CD40-reichen Zellen sind mit 
denjenigen Zellen identisch, deren Größe und Granularität zugenommen haben. 
Nach 48 h Inkubation der PBMC mit 5 µM G3139 wurden die Zellen auf die 
bereits beschriebene Weise morphologisch und immunologisch analysiert. Dem 
morphologische Bild aller PBMC links oben entspricht das Histogramm der 
CD40-Expression rechts daneben. Die hierin eingegrenzte Subpopulation mit 
starker Expression (CD40++) ist dann noch einmal selektiv im morphologischen 
Bild links unten dargestellt. Ergebnisse eines repräsentativen Experiments. 
 
In Abbildung 3.22 sind die Ergebnisse einer Dosis-Wirkungs-Untersuchung für 
die einzelnen ODN wiedergegeben. Die CpG-Negativkontrollen ODN 2017 und 
ODN 2009 können CD86 auch bei hohen Konzentrationen nicht induzieren. 
ODN 2006 und G3139 führen beide zu einer dosisabhängigen Erhöhung von 
CD86. Allerdings zeigt ODN 2006 eine stärkere Maximalinduktion (Vmax) sowie 
eine halbmaximale Wirkung bei geringerer Dosis (ED50) als G3139. Ähnlich 
verhielt es sich mit anderen Aktivierungsmarkern (nicht gezeigt). Damit ist ODN 
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Abb. 3.22: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen G3139 bzw. ODN 2006 und 
der Induktion von CD86 auf B-CLL-Zellen. PBMC wurden mit den in der 
Legende benannten ODN in ansteigenden Dosierungen für 48 h inkubiert. 
Anschließend wurde die Expression von CD86 im FACS bestimmt. Die Ordinate 
zeigt die Expression von CD86, die Abszisse die ODN-Konzentrationen. 
 
3.3.4   Endpunkt Apoptose  
Um die Wirkung der einzelnen ODN auf den Apoptosezustand der CLL-Zellen 
zu untersuchen, wurde neben einer Färbung mit AnnV und PI zur Darstellung 
apoptotischer Zellen auch die Expression der antiapoptotisch wirksamen 
Proteine Bcl-xL und Bcl-2 gemessen (Abb. 3.23). Die Expression von Bcl-2 
wurde von keinem ODN signifikant verändert, wenn der Durchschnitt aller 
Proben betrachtet wurde. Damit konnte weder für G3139 noch für 2009 ein Bcl-
2-Antisense-Effekt auf Proteinebene nachgewiesen werden. Auch auf RNA-
Ebene war kein Antisense-Effekt zu beobachten. Es kam vielmehr zu einer 
leichten Induktion der Bcl-2-mRNA durch G3139 und ODN 2006. Das Protein 
Bcl-xL konnte durch die CpG-haltigen ODN 2006, G3139 und G3139F1 um etwa 
50 Prozent signifikant erhöht werden. ODN 2009, welches keine CpG-
Sequenzen enthält, veränderte die Bcl-xL-Expression nicht. Auf RNA-Ebene 
stellte sich dieser Effekt noch drastischer dar: Hier führten G3139 und ODN 
2006 zu einer vierfachen, G3139F1 zu einer dreifachen Vermehrung der 
messbaren mRNA. Die Kontrollen ODN 2009 und ODN 2017 veränderten auch 





































unbehandelt G3139 G3139F1 ODN 2006 ODN 2009 ODN 2017 
 
Abb. 3.23: Wirkungen CpG-haltiger ODN auf die Expression von Bcl-2 und Bcl-
xL. PBMC von Patienten mit B-CLL wurden für 48 h mit verschiedenen ODN (5 
µM) inkubiert. Die Expression wurde auf Proteinebene durchflusszytometrisch 
und auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR bestimmt. Für die Proteinmessung gilt: 
Die Säulen repräsentieren Mittelwerte + SEM von n = 13 unabhängigen 
Experimenten (Ausnahmen: n = 11 für G3139F1 und ODN 2009, n = 9 für ODN 
2017). Die mRNA-Bestimmung wurde in n = 6 dieser Patienten durchgeführt. * p 
< 0,05, ** p < 0,01 gegenüber der Probe „unbehandelt“.  
 
Trägt man die Bcl-2-Werte auf Protein- und RNA-Ebene in einem 
Korrelationsdiagramm gegeneinander auf (s. Abb 3.24), so zeigt sich eine 
lineare Korrelation zwischen beiden Expressionsebenen (für ODN 2006 r = 0,91; 
für G3139 r = 0,64). Weiterhin sieht man, dass es einzelne Probanden gab, bei 
denen tatsächlich eine Bcl-2-Reduktion auf RNA- und Proteinebene zu 
registrieren war. Die Bcl-xL-Werte zeigen keine lineare Korrelation zwischen 
Protein- und RNA-Ebene. Wie in Abbildung 3.23 bereits gesehen, zeichnete 
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Prozentuale Veränderung auf Protein-  







Abb. 3.24: Korrelation zwischen der RNA- und Proteinebene bezüglich der 
Effekte von G3139 und ODN 2006 auf die Expression von Bcl-2 und Bcl-xL. Zum 
Versuchsprotokoll siehe Abbildung 3.26. Es wurde jeweils der gemessene RNA- 
und Proteinwert desselben Patienten miteinander in Beziehung gesetzt. Die 
Werte sind jeweils als Vielfaches der Mediumkontrolle dargestellt. Ergebnisse 
von sechs unabhängigen Experimente.   
Die spontane Apoptoserate änderte sich durch kein ODN signifikant (s. Abb. 
3.25). G3139 scheint zwar die Apoptoserate etwas zu erhöhen, jedoch ist dieser 
Effekt nicht statistisch signifikant.  
Apoptose [% Zellen] 
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Abb. 3.25: Wirkungen CpG-haltiger ODN auf die spontane Apoptoserate von B-
CLL-Zellen. Nach 48 h Inkubation der PBMC mit den in der Legende benannten 
ODN wurde die spontane Apoptoserate durch AnnV-PI-Färbung im FACS 
bestimmt. Die Balken repräsentieren Mittelwerte + SEM von n = 13 Versuchen 




Die B-CLL ist jedoch eine inhomogene Erkrankung mit biologisch wie klinisch 
unterschiedlichen Phänotypen, was sich etwa in dem Marker der proliferativen 
Aktivität und gleichzeitigen Prognoseindikator Serum-Thymidinkinase (s-Tk) 
widerspiegelt. Korreliert man die G3139-induzierte Änderung der Apoptoserate 
mit der s-Tk, so stellt sich das Bild so dar (s. Abb. 3.26): Für geringe s-Tk-Werte 
beobachtet man eine deutliche Apoptoseinduktion, für hohe s-Tk-Werte jedoch 
eine Apoptosehemmung Der Effekt von G3139 auf die Apoptose ist also 
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Abb. 3.26: G3139-induzierte Modulation der Apoptose maligner B-CLL-Zellen in 
Korrelation zur Thymidinkinase-Aktivität im Serum (s-Tk) des jeweiligen 
Patienten. Die Apoptoserate ist ausgedrückt als Vielfaches der spontanen 
Apoptoserate bei der Mediumkontrolle (AnnV/PI-Messsung). Der s-Tk-Wert 
wurde den Patientenakten entnommen (s. Text zu Tab. 3.1). Die horizontale 
Linie trennt anti-apoptotische von pro-apoptotischen Effekten. Für weitere 
Analysen wurden die Werte am arithmetischen Mittel stratifiziert (gestrichelte, 
vertikale Linie). Ergebnisse 11 unabhängiger Experimente.  
Stratifiziert man die Daten nach dem arithmetischen Mittel der s-Tk (22,6 U/ml), 
so fallen deutliche Unterschiede der beiden Subpopulationen auf (s. Abb. 3.27). 
Der Apoptosehemmung bei s-Tk > 22,6 U/l entspricht eine deutliche Bcl-2-
Erhöhung durch G3139, G3139F1 und ODN 2006, also durch die CpG-haltigen 
ODN. Bei s-Tk ≤ 22,6 U/l bleibt der Bcl-2-Level nahezu unverändert und die 
spontane Apoptoserate nimmt zu. Bcl-xL wird zwar in beiden 




















Abb. 3.27: CpG-ODN haben differenzielle Effekte auf die spontane 
Apoptoserate sowie die Expression von Bcl-2 und Bcl-xL (nach Stratifizierung 
am arithmetischen Mittel der s-Tk). Die Werte sind als Prozent der Kontrollprobe 
„unbehandelt“ angegeben. Die Säulen repräsentieren Mittelwerte + SEM von n 
= 11 unabhängigen Experimenten (Ausnahmen: n = 9 für G3139F1 und ODN 
2009). Dabei fallen n = 7 (n = 5 für G3139F1 und ODN 2009) in die niedrige s-
TK-Gruppe und n = 4 in die hohe s-TK-Gruppe. * p < 0,05, ** p < 0,01.  
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Der differenzielle Effekt von G3139 auf die Apoptose ist in Abbildung 3.28 noch 
einmal gegen die s-TK sowie gegen β2M, einen weiteren prognostischen 
Indikator, aufgetragen. In beiden Fällen deutet sich eine inverse Korrelation 
zwischen prognostischem Marker und G3139-abhängiger Apoptoseinduktion an, 
die jedoch eher exponentiell als linear erscheint. Analog sieht die Situation mit 
ODN 2006 aus. Niedrige Serumwerte für die Thymidinkinase oder das β2-
Mikroglobulin scheinen mit der Wirkung von CpG-ODN zu korrelieren, die 
pontane  Apoptose zu fördern, und vice versa. 
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Abb. 3.28: Korrelation der G3139-abhängigen Modulation der Apoptose 
maligner B-CLL-Zellen mit den beiden klinischen Verlaufs- und 
Prognoseparametern Serum-Thymidinkinase (s-Tk) und Beta-2-Mikroglobulin 
(β2M.) Versuchsprotokoll wie oben beschrieben. Die spontane Apoptoserate ist 
dargestellt als Vielfaches der Mediumkontrolle. Zur optischen Hilfe ist eine 
exponentielle Trendlinie eingezeichnet. N = 11 Patienten.    
 
Offensichtlich wirken die beiden ODN G3139 und 2006 in diesem Modell sehr 
ähnlich. Deshalb wurde das Verhältnis zwischen G3139 und 2006 rechnerisch 
genauer analysiert. Vergleicht man die Effekte der beiden ODN mitels 
Regressionsanalyse (s. Abb. 3.29), so finden sich für sämtliche untersuchten 
Wirkungen auf B-CLL-Zelleneine deutliche Korrelationen der beiden Wirkstoffe 
(für CD40, r = 0,94; für Bcl-2, r = 0,93; für Bcl-xL, r = 0,90; für CD80, r = 0,86; für 
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Abb. 3.29: Die Effekte von ODN 2006 und G3139 auf CD40, CD80, Bcl-2, Bcl-
xL und die spontane Apoptoserate korrelieren zwischen den beiden ODN. Die 
Werte sind für die Oberflächenmarker und Apoptoseproteine als mittlere 
Fluoreszenzintensität (MFI) dargestellt, für die Apoptoserate als Prozentsatz 
aller Zellen. Die Ordinate zeigt die ODN 2006-induzierte und die Abszisse die 
G3139-induzierte Modulation des jeweiligen Parameters an. Eine lineare 
Trendlinie sowie der Wert des Pearson´schen Korrelationskoeffizienten wurden 




3.3.5  Kombination von G3139 mit Mitoxantron 
 
Eine abschließende Untersuchung sollte die Frage beantworten, ob die 
Apoptose-fördernde Wirkung von G3139 durch das Zytostatikum Mitoxantron 
noch verstärkt werden kann. Dazu wurden die PBMC von drei Patienten (aus 
dem in Tab. 3.1 spezifizierten Kollektiv) mit s-Tk ≤ 22,6 U/l gemeinsam mit 
Mitoxantron kokultiviert. Wie Abbildung 3.30 darstellt, ruft das Zytostatikum 
Mitoxantron als Monotherapie eine deutliche Apoptose hervor und ist G3139 
darin signifikant überlegen. Die Kombination beider Agentien weist keinen 
Synergieeffekt auf, es kommt sogar zu einer geringeren Apoptoseinduktion als 
durch Mitoxantron alleine. Dennoch ist die Kombination signifikant besser als 


































Abb. 3.30: Kombination von G3139 und Mitoxantron bei B-CLL-
Subpopulationen mit niedriger Thymidinkinase. PBMC von drei an B-CLL er-
krankten Patienten, die s-Tk-Werte < 22,6 U/l aufwiesen, wurden isoliert und für 
48 h mit 30 µg/ml ODN G3139 allein, 0,5 µg/ml Mitoxantron (MIX) allein oder 
einer Kombination beider Substanzen inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
im FACS auf Apoptose untersucht, wobei die Fraktion der AnnV- und PI-
positiven Zellen als apoptotisch betrachtet wurde. Mittelwerte ± SEM von 3 un-
abhängigen Experimenten. Asterisken (*) zeigen signifikante Unterschiede zwi-
schen MIX und Medium (p = 0,020), MIX und G3139 (p = 0,049) sowie der 






4.  Diskussion 
 
4.1  Übersicht über die experimentellen Befunde 
 
Zunächst wurde an permanenten Zelllinien ein experimentelles Modell zum Studi-
um der Apoptose in malignen B-Lymphozyten etabliert. In der leukämischen Zell-
linie GM697 wurde Etoposid als Apoptose auslösendes Agens hinsichtlich Kinetik 
und Dosis-Wirkungs-Beziehung charakterisiert. Es wurde der differenzielle Nach-
weis von frühen und späten Apoptosestadien mit Annexin V und Propidiumiodid 
gezeigt. Ein frühes Stadium der Apoptose konnte ebenfalls durch die durchfluss-
zytometrische Messung der aktive Form von Caspase-3 identifiziert werden. Die-
se Nachweismethoden wurden durch die Demonstration der charakteristischen 
DNA-Fragmentierung (apoptotic DNA ladder) validiert.  
 
Ebenfalls in GM697 wurde die Wirkung von Antisense-ODN gegen Bcl-2 unter-
sucht. Experimente zur Aufnahme der ODN belegten, dass das kationische Lipid-
gemisch Lipofektin in diesem Modell einen geeigneten Carrier darstellt. Die opti-
male ODN-Aufnahme in die Zelle erfolgte bei einem Ladungsverhältnis von 1,2 : 1 
(positive zu negative Ladungsäquivalente). Die Toxizität des Lipofektin-ODN-
Gemisches war minimal. Der Carrier ExGen 500 (= lineares Polyethylenimin) 
zeigte gegenüber Lipofektin eine deutlich geringere Effektivität und inakzeptabel 
hohe Toxizität. Die Antisense-Experimente wurden anschließend nach dem zuvor 
etablierten Modell mit Hilfe von Lipofektin durchgeführt. Mit dem Bcl-2-Antisense-
ODN G3139 konnte nach 12 h eine signifikante Reduktion des Bcl-2-Proteins um 
50 Prozent gegenüber der Mediumkontrolle erreicht werden. Mit dem alternativen 
Antisense-Oligonukleotid ODN 2009 wurde nur eine Reduktion um 20 Prozent 
erzielt. Entsprechend wurde durch G3139 eine zehnfache und durch ODN 2009 
eine dreifache Erhöhung der spontanen Apoptoserate beobachtet. Ohne Lipofek-
tin zeigten sich keine Änderungen in der Bcl-2-Expression und Apoptoserate. 
 
G3139 führte auch zu einer Hochregulation von Bcl-xL, was mit dem Antisense-
Effekt alleine nicht zu erklären war. Auf der Suche nach nicht-Antisense-
vermittelten Effekten von G3139, das zwei CpG-Motive enthält, konnte gezeigt 
werden, dass G3139 in GM697-Zellen die kostimulatorischen Moleküle CD80 
(B7.1) und CD86 (B7.2) induziert. Um zu zeigen, dass die Induktion von Bcl-xL, 
CD80 und CD86 nicht nur Epiphänomene eines Bcl-2-Antisense-Effekts sind, 
wurde die Wirkung von G3139 auf die Burkitt-Lymphom-Linie „Daudi JP“ unter-
sucht, welche zwar Bcl-xL und die Oberflächenmarker exprimiert, aber kein Bcl-2. 




CD80, CD86 und CD54 (ICAM-1) sowie eine Induktion von Bcl-xL. Ein identisches 
Wirkprofil wies das als potentes humanes CpG-Oligonukleotid etablierte ODN 
2006 auf. Diese Ergebnisse stützten die Theorie, dass G3139 zusätzlich zu sei-
nem Bcl-2-Antisense-Effekt ein immunstimulatorisch aktives CpG-ODN darstellt. 
 
In einem kliniknäheren Modell wurde die Wirkung von G3139 auf primäre Zellen 
der chronischen lymphatischen Leukämie von B-Zelltyp untersucht. Bei dieser 
Erkrankung wird G3139 bereits in klinischen Studien evaluiert. Auf Einzelzellebe-
ne konnte eine hinreichend effektive Spontanaufnahme der Oligonukleotide ge-
zeigt werden. Durch G3139 kam es zu einer Zunahme von Größe und Granulari-
tät der malignen Zellen, was mit einer immunologischen Aktivierung korrelierte, 
erkennbar an der Induktion von CD40 und CD80. Die Bcl-xL-Expression wurde 
durch G3139 sowie ODN 2006 signifikant induziert, was auf RNA-Ebene noch 
deutlicher als auf Proteinebene zu erkennen war (Induktion um das Vierfache). 
Die Bcl-2-Expression blieb ebenso wie die Rate der spontanen Apoptose im 
Durchschnitt bei allen 13 Probanden unverändert. Die Ergebnisse von Pepper et 
al. 1999 konnten also nicht reproduziert werden.  
 
Eine genauere Auswertung unter Berücksichtigung der einzelnen Patientendaten 
erbrachte weitere Erkenntnisse: Eine Stratifzierung der Probanden nach dem 
prognostisch und biologisch relevanten Marker proliferativer Aktivität, der Serum-
Thymidinkinase (s-Tk), enthüllte einen differenziellen Effekt der CpG-
Oligonukleotide. Bei Probanden mit einer hohen s-Tk (> 22,6 U/l) führten sowohl 
G3139 als auch ODN 2006 zu einer deutlichen Erhöhung des Bcl-2 und Hem-
mung der spontanen Apoptose. Bei Probanden mit einer niedrigen s-Tk (≤ 22.6 
U/l) kam es durch diese Oligonukleotide sogar zu einer Reduktion des Bcl-2 und 
einer entsprechenden Steigerung der spontanen Apoptoserate. Die differenzielle 
Regulation von Bcl-2 sowie die generelle Induktion von Bcl-xL konnte auf RNA-
Ebene bestätigt werden.  
 
Die beiden CpG-haltigen ODN G3139 und ODN 2006 zeigten in der Pearson-
schen Analyse eine hohe Korrelation zueinander bezüglich sämtlicher Wirkungen 
(CD40, CD80, Bcl-2, Bcl-xL, Apoptose). Die Kombination von G3139 mit dem bei 
der B-CLL wirksamen Zytostatikum Mitoxantron in Patienten mit niedriger s-TK (< 
22,6 U/l) führte noch zu einer Verstärkung der Apoptoseinduktion verglichen mit 
G3139 alleine. Damit sind die in Kapitel 1.1 gestellten Fragen beantwortet, aber 
gleichzeitig umso mehr neue Fragen aufgetaucht, die im folgenden teilweise dis-





4.2 Diskussion der Methoden 
 
4.2.1 Messung der Apoptose 
 
Eine etablierte Methode der Apoptosemessung weist Veränderungen in der 
Komposition der Zellmembran nach. In vitalen Zellen besteht eine charakteristi-
sche Asymmetrie im Aufbau der Zellmembran: Phosphatidylserine finden sich 
ausschließlich in der inneren Membranschicht, während die anderen Phospholi-
pide, insbesondere Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin, in beiden 
Membranschichten vorkommen. Charakteristischerweise werden jedoch die 
Phosphatidylserine früh im Verlauf der Apoptose in der äußeren Membran-
schicht nachweisbar, wobei es dafür irrelevant ist, durch welchen Stimulus die 
Apoptose induziert wird [Martin, 1995]. Diese Exposition der Phosphatidylserine 
in der äußeren Membranschicht dient Makrophagen dazu, apoptotische Zellen 
zu erkennen und zu phagozytieren [Fadok, 1993].  
 
Seit kurzem ist bekannt, dass ein spezifisches Enzym die Asymmetrie der 
Phospholipide in der eukaryonten Zellmembran aufrecht erhält. Die Mg2+-
ATPase Aminophospholipid-Translokase bewegt ATP-abhängig die beiden A-
minophospholipide Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin von der äu-
ßeren in die innere Membranschicht [Bevers, 1998]. Wenn sich die intrazelluläre 
Ca2+-Konzentration im Rahmen der Apoptose erhöht, wird dieses Enzym ge-
hemmt und simultan ein anderes Enzym aktiviert: die sogenannte Phospholipid-
Scramblase, die unspezifisch die bidirektionale Migration aller Phospholipide 
fördert [Zhou, 1997]. Auch die apoptotisch relevante Proteinkinase Cδ erhöht die 
Aktivität der Scramblase [Frasch, 2000]. Dies erklärt möglicherweise, weshalb 
im Lauf der Apoptose Phosphatidylserine in der äußeren Schicht der Zellmemb-
ran nachweisbar werden.  
 
Das Protein Annexin V (AnnV, 35.8 kDa) bindet spezifisch und hochaffin an 
Phosphatidylserin, nicht aber an die anderen Phospholipide [Martin, 1995]. 
AnnV gehört zur Familie der Annexine, die Ca2+-abhängig Phospholipide bin-
den. Sie haben eine physiologische Rolle im Ablauf der primären Hämostase 
und Thrombozytenaktivierung [Tzima, 1999]. Durch fluoreszenzmarkiertes AnnV 
können exponierte Phosphatidylserine nachgewiesen und damit apoptotische 
Zellen identifiziert werden.  
 
Während es bei der Apoptose zu einer spezifischen Translokation der Phospha-




Nekrose die Membranintegrität frühzeitig zerstört, wodurch kurzzeitig auch we-
nige Phosphatidylserine exponiert werden können. Daher hätte eine reine 
AnnV-Färbung nur begrenzte Spezifität zum Nachweis der Apoptose. Zwischen 
beiden Phänomenen lässt sich jedoch unterscheiden, sobald man die AnnV-
Färbung mit einem zweiten Farbstoff kombiniert, der von intakten Membranen 
ausgeschlossen wird, etwa Propidiumiodid (PI). Diese Doppelfärbung wurde in 
der vorliegenden Arbeit überwiegend angewandt, um apoptostische Zellen zu 
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Abb. 4.1: Wirkprinzip von AnnV-FITC zum durchflusszytometrischen Nachweis 
von Apoptose. Die vitale Zelle zeigt eine ausschließliche Lokalisation der 
Phosphatidylserine (PS) in der inneren Schicht des Plasmalemms. In einem frü-
hen Stadium der Apoptose wird die Phospholipid-Scramblase Calcium-abhängig 
aktiviert und induziert eine Umverteilung der PS in die äußere Membranschicht. 
FITC-gekoppeltes AnnV kann dann spezifisch an PS binden und somit früha-
poptotische Zellen anzeigen. Die Abbildung schematisiert die realen Verhältnis-
se. Die tatsächliche Stöchiometrie der AnnV-PS-Bindung beträgt 4:1-8:1 [Pi-
gault, 1994]. AnnV = Annexin V; FITC = Fluoresceinisothiocyanat. 
 
 
Während die Verwendung von AnnV und PI eine etablierte Nachweismethode 
für den apoptotischen Zelluntergang darstellt, ist die Bestimmung der aktiven 
Caspase-3 eine relativ junge Methode, die jedoch ein ebenso frühes oder noch 
früheres Stadium der Apoptose nachzuweisen verspricht. Die aktive Form der 
Caspase-3 (Synonyme: CPP32, Yama, Apopain) spielt eine zentrale Rolle im 
apoptotischen Prozess, konnte jedoch bisher nur unzureichend durch Antikörper 




nalen Antikörper, der spezifisch die aktive Form der humanen Caspase-3 er-
kennt (PharMingen Becton Dickinson, Heidelberg, BRD). Der inaktive Vorläufer, 
Procaspase-3, ist ein 32 kD großes Protein, das bei Aktivierung in das aktive 
Heterodimer, bestehend aus einem 12 kD und einem 17 kD großen Fragment, 
zerfällt. Der Antikörper bindet an ein konformationelles Epitop dieses Heterodi-
mers und zeigt dadurch eine 50-fache Präferenz für die aktive Form (PharMin-
gen, Datenblatt zu Katalog-Nr. 67345X). Damit ist es möglich, die Aktivierung 
der Caspase-3 in einem frühen Stadium der Apoptose spezifisch nachzuweisen. 
Allerdings bestehen Zweifel, ob der Nachweis der Caspase-3 oder überhaupt 
irgendeiner Effektor-Caspase jede Form von Apopotose identifiziert. Jüngst 
wurden Hinweise darauf gefunden, dass es eine Caspase-unabhängige Apop-
tose geben könnte, die durch Bax eingeleitet und über die aus dem Mitochond-
rium freigesetzten Enzyme mediiert wird (AIF [Daugas, 2000], Endonuklease G 
[Parrish, 2001] etc.). Aus diesem Grund und weil die AnnV-PI-Messung eine 
bewährte Methode darstellt, wurde bei den B-CLL-Versuchen die AnnV/PI-
Bestimmung der Caspase-3-Bestimmung vorgezogen. 
 
Der Goldstandard eines qualitativen Apoptosenachweise bedient sich des cha-
rakteristischen Profils der internukleosomalen DNA-Fragmente, die in einem 
späten Stadium der Apoptose nach enzymatischem Verdau der Nukleinsäuren 
vorliegen. Eine Ca2+- und Mg2+-abhängige Endonuklease spaltet die nukleäre 
DNA in Fragmente, die 180-200 Basenpaare groß sind [Wyllie, 1980]. Seit kur-
zem wird diskutiert, ob in bestimmten Zelltypen auch pH-abhängige Endo-
nukleasen diese Rolle übernehmen, die nicht durch eine intrazelluläre Ca2+- Er-
höhung, sondern durch einen pH-Abfall aktiviert werden [Walker, 1997]. Die 
Länge von 180 bis 200 bp ist genau die Länge einer DNA, die um ein Histon 
gewickelt ist und durch dieses Histon vor der Endonuklease geschützt wird.  
 
Diese internukleosomalen DNA-Fragmente können von anderen zellulären 
Kompartimenten isoliert, elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid 
visualisiert werden. Dadurch ergibt sich die für apoptotische Zellen typische 
DNA ladder. Die native DNA von nicht-apoptotischen Zellen hat ein vielfach hö-
heres Molekulargewicht und wandert deshalb in dem benutzten Elektrophorese-
Gel nicht weit. Bei der Nekrose kommt es im Gegensatz zur Apoptose zu einer 
randomisierten DNA-Lyse, so dass nach der Elektrophorese keine distinkten 
Fragmente zu sehen sind, sondern nur ein kontinuierliches Übergangsbild. Die 
DNA-Fragmentierung wurde zur Validierung der anderen Nachweismethoden 





4.2.2 Phosphorothioat-Modifikation der Oligonukleotide 
 
Antisense-Oligonukleotide können industriell in großem Maßstab synthetisiert 
werden. Die einzelnen Nukleotide werden nach und nach an die entstehende 
Oligonukleotid-Kette angehängt. Die so entstandene Phosphorodiesterkette 
würde allerdings extra- und intrazellulär von ubiquitär vorhandenen Nukleasen 
rasch abgebaut und dabei Nukleosid-Monophosphate freisetzen, die auf eine 
Zelle toxisch und mutagen wirken können [Stein, 1993] . Deshalb bedarf es ei-
ner chemischen Modifikation, um die ODN nukleaseresistent zu machen. In bis-
herigen Untersuchungen wurde meistens die Phosphorothioat-Modifikation ver-
wendet, bei der das nicht-bindende Sauerstoffatom des Phosphats durch ein 






























Abb. 4.2: Strukturformeln der Grundbausteine eines Phosphorodiester- und ei-
nes Phosphorothioat-Oligonukleotids. Beide unterscheiden sich lediglich in der 
Substitution am Phosphoratom des die beiden Nukleoside verbindenen Phos-
phats: das Sauerstoffatom des Phosphorodiesters ist durch das größere Schwe-
felatom ersetzt, wodurch ein Phosphorothioat entsteht, das gegenüber Neuklea-
sen resistenter ist.  
 
 
Phosphorothioate sind hydrophil, gut löslich und nukleaseresistent. Allerdings 
konnte neuerdings gezeigt werden, dass Phoshorothioat-ODN in der Regel als 
Razemat zweier Diastereomere hergestellt werden. Nun ist zwar das Sp-




ches den Vorteil hat, dass es die Affinität des ODN für die Ziel-RNA erhöht, ist 
nuklease-sensitiv [Lebedeva, 2001]. Deshalb stellt das Razemat einen brauch-
baren Kompromiss zwischen Nukleaseresistenz und RNA-Affinität dar.  
 
Phosphorothioate besitzen zudem den Vorteil, dass sie die RNase H optimal 
aktivieren [Cotter, 1999]. Aus diesen Gründen sind Phosphorothioate auch die 
am besten untersuchte Klasse von Oligonukleotiden und haben sich in zahlrei-
chen Experimenten in vitro und in vivo bewährt. Ein Hauptproblem der Phospho-
rothioate sind jedoch die unspezifischen Effekte, welche nicht mit dem Anti-
sense-Mechanismus allein erklärt werden können (s. hierzu Kap. 4.3.3 und 
[Warzocha, 1999]). Ein weiteres Problem der Phosphorothioate ist ihre nur un-
zureichende spontane Aufnahme durch permanente Zelllinien, weshalb beson-
dere Techniken zur Transfektion der Zellen mit diesen ODN entwickelt wurden. 
Dieses soll im nächsten Kapitel eingehender dargestellt werden. 
 
 
4.2.3 Transfektion im allgemeinen 
 
Da die meisten Oligonukleotide (z.B. Phosphorodiester und Phosphorothioate) 
mehrfach geladene Anionen sind, können sie nicht per diffusionem die Zell-
membran passieren [Cotter, 1999]. Oligonukleotide werden entweder durch Re-
zeptor-abhängige Endozytose oder durch Pinozytose aufgenommen, obwohl die 
genauen Mechanismen nach wie vor ungeklärt sind [Wu-Pong, 2000]. Allerdings 
bedarf es dazu hoher Dosen von ODN, mindestens ein tausendfacher Über-
schuss im Vergleich zur Ziel-RNA [Cotter, 1999]. Dieser ineffiziente Prozess 
muss daher verbessert werden. Allerdings gilt dies mehr für die Situation bei 
permanenten Zelllinien in vitro. Primäre Zellen in vitro und Zellen in vivo zeigen 
eine bessere Spontanaufnahme negativ geladener ODN, abhängig von der Art 
und Herkunft der Zelle [Hartmann, 1998 b].  
 
Aus der Gentherapie sind bereits länger sogenannte Carrier bekannt, die Oligo-
nukleotide binden und durch geeignete physikochemische Eigenschaften in die 
Zelle „schleusen“ können. Effiziente Carrier müssen einer Vielzahl von Bedin-
gungen genügen: 1) Sie müssen mit den ODN stabile, nicht-kovalente Bindun-
gen eingehen; 2) Sie müssen im Komplex mit den ODN die Zellmembran per-
meieren und die ODN in die richtigen intrazellulären Kompartimente, v.a. in den 






Die aktuell am besten untersuchten und als methodischer Standard geltenden 
Carrier sind kationische Lipide, die mit den anionischen Phosphorothioat-ODN 
elektrostatische Wechselwirkungen eingehen. Im Komplex mit diesen bilden sie 
überwiegend unilamelläre Vesikel aus, welche die Oligonukleotide einerseits vor 
extrazellulären Nukleasen schützen und andererseits effizient in die Zelle trans-
fizieren können [Felgner, 1993; Lasic, 1995]. Kationische Lipide scheinen eine 
ideale intrazelluläre Verteilung der Oligonukleotide zu begünstigen [Hartmann, 
1998 b]. Eine andere, in jüngster Zeit häufiger verwendete Klasse von Carriern 
sind Polymere wie z.B. Polystyrol oder Polyethylenimin ( = ExGen [Godbey, 
1999]). 
 
Neben chemischen Methoden wie dem Gebrauch von Carriern gibt es noch 
physikalische Methoden der Transfektion. Die Elektroporation ist ein klassisches 
Verfahren [Weaver, 1993]. Neuere Untersuchungen konzentrieren sich auf die 
Verwendung von Ultraschall [Kim, 1996] oder Druckwellen [Mann, 1999]. Kürz-
lich konnte gezeigt werden, dass die Schockwellen eines Lithotripters, wie er zur 
klinischen Behandlung von Nierensteinen eingesetzt wird, ebenfalls die Trans-
fektion von Zellen mit ODN fördert und der Elektroporation überlegen ist [Lauer, 
1997]. Damit konnte eine Antisense-vermittelte Hemmung von TNF-α in mono-
nukleären Zellen des peripheren Blutes um 62 Prozent erreicht werden 
[Tschoep, 2001].  
 
Die Vorteile dieser Methode bestehen darin, dass sie gut reproduzierbar ist, auf 
verschiedenste Zellarten angewendet werden kann, und dass der Aufnahme-
mechanismus unabhängig von der Länge, Sequenz und chemischen Modifikati-
on des ODN ist. Auch können größere Mengen von ODN innerhalb weniger Mi-
nuten transfiziert werden, ohne dass die Toxizität limitierend wird. Allerdings ist 
die Schockwellen-Technik wie alle physikalischen Methoden zur DNA-
Transfektion sehr aufwendig, kostspielig und zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch 
nicht so umfassend untersucht, dass die kationischen Lipide als Standardme-
thode dadurch verdängt werden könnten.  
 
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit Lipofektin als Carrier für 
Antisense-ODN gewählt. Als Alternativmethode wurde lineares Polyethylenimin 








4.2.4 Transfektion mit Lipofektin und ExGen 500  
 
Bei Lipofektin handelt es sich um ein isomolares Gemisch aus dem monovalen-
ten kationischen Lipid DOTMA (N-(1-(2,3-Dioleyloxy)propyl)-n,n,n-
Trimethylammoniumchlorid) und dem neutralen Phopholipid DOPE (Dio-
leylphosphatidylethanolamin). Das Lipidgemisch liegt in Form kleiner Vesikel mit 
dem Durchmesser von 30 nm vor [Felgner, 1993]. Bringt man Lipofektin mit ne-
gativ geladenen organischen Makromolekülen wie ODN zusammen, so bilden 
sich auf Grund elektrostatischer Attraktionskräfte elektrisch neutrale Komplexe, 
die durch ihre amphiphile Eigenschaft Zellmembranen ohne Interaktion mit Re-
zeptoren direkt passieren können. Auf Grund dieser Eigenschaften wurde Lipo-
fektin bereits in den 80er Jahren zur Transfektion von DNA, RNA und ODN ver-
wendet [Felgner, 1987]. Zahlreiche Experimente mit Antisense-ODN bedienten 
sich des Lipofektin zur Transfektion. 
 
Das in dieser Arbeit verwendete Protokoll zur Lipofektin-vermittelten Transfekti-
on lehnt sich an die Literatur an [Felgner, 1993], wurde jedoch entsprechend 
jahrelangen Erfahrungen von Laborkollegen und eigenen Vorversuchen empi-
risch modifiziert. Bei der Transfektion mit Lipofektin muss darauf geachtet wer-
den, dass die Zelldichte für die jeweilige Zelllinie optimal ist und das stöchio-
metrisch passende Gemisch von ODN und Lipofektin erreicht wird. Da 1 mg/ml 
Lipofektin 0,75 mM einfach positiv geladenes DOTMA und 0,75 mM neutrales 
DOTEP enthält, hat es damit auch 0,75 mM positive molare Ladungsäquivalen-
te. Ein ODN von 18 Basen Länge enthält 17 einfach negativ geladene Phos-
phatgruppen und damit 17 negative molare Ladungsäquivalente. Vor diesem 
Hintergrund lässt sich je nach gewünschtem Ladungsverhältnis zwischen nega-
tiv geladenen ODN und positiv geladenem Lipofektin die erforderliche Menge 
Lipofektin berechnen: Um eine Endkonzentration von 1 µM eines 18-mer ODN 
zu neutralisieren (= 17 µM negative Valenzen), braucht man, falls ein molares 
Ladungsverhältnis von 1 : 1,2 (Anion : Kation) gewünscht ist, genau 20,4 µM 
positive Valenzen (1,2 x 17 = 20,4). Das entspricht einer Lipofektinkonzentration 
von 27,2 µg/ml (20,4 : 0,75 = 27,2). Für die Zelllinie GM697 erwies sich eine 
ODN-Konzentration von 1 µM und eine Lipofektin-Konzentration von 27,2 µg/ml 
als optimal, also ein molares Ladungsverhältnis von 1 : 1,2. Interessanterweise 
erwiesen sich Materialien aus Polypropylen als ungeeignet zur Transfektion mit 
Lipofektin, da Lipofektin mit diesem Material vermutlich in Wechselwirkung trat 
und deswegen nicht optimal mit ODN komplexierte. Als brauchbare Materialien 
erwiesen sich Polystyrol und Glas. Dieses Phänomen ist in der Literatur bereits 




Bei ExGen 500 handelt es sich um lineare Polyethylenimin-Moleküle ( = PEI, 22 
kDa), die zur Klasse der kationischen Polymere gehören. Die vereinfachte 
Strukturformel eines PEI-Elements sieht folgendermaßen aus:  
 
+H3C-CH2-NH-[ CH2- CH2-NH]n-CH2- CH2-NH3+ 
 
Mit Hilfe des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops kann die Verpackung von 
DNA durch PEI visualisiert werden: PEI bindet DNA an sich, indem es sie zu 
hochorganisierten, 20-40 nm messenden Kondensaten verpackt, die aus paral-
lelen Schleifen mit scharfer Faltung bestehen [Dunlap, 1997]. Konfokal-
mikroskopische Untersuchungen zeigen auch, dass PEI-DNA-Komplexe zu-
nächst an der Zelloberfläche Aggregate bilden, dann endozytotisch aufgenom-
men werden und nach wenigen Stunden die Endolysosomen verlassen und im 
Kern sichtbar werden [Godbey, 1999]. Die Resistenz der PEI-DNA-Komplexe 
gegenüber dem sauren Mileu der Endolysosomen beruht auf der Pufferkapazität 




4.2.5  Durchflusszytometrie 
 
Die Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) ist eine 
apparative Methode der Zelldifferenzierung und -identifizierung auf Grund von 
zytomorphologischen und proteinchemischen Merkmalen. Sämtliche Zellen, die 
in Suspension gebracht werden können, können damit auf Einzelzellebene un-
tersucht und sortiert werden, am besten natürlich zirkulierende Blutzellen. Die 
Methode findet daher zunehmend breite Verwendung in der hämatologischen 
Routinediagnostik und der biomedizinischen Forschung.  
 
Das Prinzip besteht darin, dass in einem Flüssigkeitsstrom suspendierte Partikel 
in einer Kapillare hydrodynamisch fokussiert und dabei Streulicht- und Fluores-
zenzsignale der einzelnen Partikel von Photodetektoren registriert werden kön-
nen. Die Zellsuspension wird durch Unterdruck angesaugt und gemeinsam mit 
einer sie umhüllenden Trägerflüssigkeit (sheath fluid) in eine Kapillare geleitet, 
so dass die Suspension laminar durch eine Quarzküvette fließt. Indem sich die 
Kapillare am Ende der Küvette verjüngt, wird der Flüssigkeitsstrom beschleunigt 
und hydrodynamisch fokussiert, Wodurch die Zellen hintereinander und in aus-





An diesem Messpunkt wird die einzelne Zelle von einem orthogonal einfallenden 
Laserstrahl getroffen, so dass Streulicht entsteht. Das Vorwärtsstreulicht (for-
ward scatter) liegt 0°-10° zur Richtung des einfallenden Strahls und repräsen-
tiert den Größendurchmesser der Zelle, das Seitwärtsstreulicht (side scatter) 
liegt 90° zur Richtung des einfallenden Strahls und spiegelt die Oberflächenbe-
schaffenheit bzw. den Grad der Granularität der Zelle wider. Außerdem werden 
durch den Laserstrahl Fluorochrome (Fluoreszenzfarbstoffe) in bzw. auf den 
Zellen angeregt, die mit einer für jeden Farbstoff charakteristischen Wellenlänge 
elektromagnetische Strahlung emittieren. Die Photodetektoren registrieren die 
eintreffenden Signale und wandeln sie über Photomultiplier in elektrische Span-
nung um. Ein Analog-Digital-Konverter weist jeder Signalspannung eine Zahl 
von 0 bis 1024 zu, so dass die Signale graphisch visualisiert werden können. 
Die Fluoreszenzsignale werden logarithmisch verstärkt und auf einer vier Deka-
den umfassenden Skala (0,1 bis 1000) auf dem Bildschirm dargestellt.  
 
Da man Fluorochrome chemisch an Antikörper koppeln kann, ist es prinzipiell 
möglich, jedes Antigen auf der Zellmembran oder, nach Fixation und Permeabi-
lisierung der Zelle, auch in intrazellulären Kompartimenten anzufärben. Insofern 
die Fluoreszenzfarbstoffe in einem fixen stöchiometrischen Verhältnis zu den 
Antikörpern und diese wiederum zu ihren Antigenen stehen, kann von der Inten-
sität des emittierten Fluoreszenzsignals auf die Quantität des Antigens ge-
schlossen werden. Somit kann also die Expression eines Proteins quantitativ 
gemessen und zwischen mehreren Zellen verglichen werden. Im Unterschied zu 
einem western blot wird die Expression hier auf Einzelzellebene messbar, wo-
durch verschiedene Zellen untereinander hinsichtlich der Proteinexpression si-
multan verglichen werden können. Durch die Kombination von bis zu vier Fluo-
reszenzfarbstoffen pro Zelle und Analyse können darüber hinaus Korrelationen 
zwischen verschiedenen Antigenen, aber auch zwischen Antigenen und Zell-
größe bzw.  -granularität auf Einzelzellebene errechnet werden. 
 
Mittels einer speziellen Software können verschiedene Darstellungsformen ge-
wählt werden. In Einparameter-Histogrammen kann die Häufigkeitsverteilung 
eines einzelnen Parameters innerhalb der Zellpopulation veranschaulicht wer-
den, beispielsweise die Intensität von PI (s. Abb. 3.4). In Punktdiagrammen (dot 
plots) kann die Korrelation zweier Parameter dargestellt werden, so dass jeder 
Punkt einer Zelle entspricht (s. Abb. 3.3). Die Häufigkeitsverteilung der beiden 






4.3  Diskussion der Ergebnisse im Horizont der Literatur 
 
4.3.1  Antisense-Hemmung von Bcl-2 
 
Die Untersuchung von DNA-Carriern ergab, dass Lipofektin im Gegensatz zu 
ExGen 500 GM697-Zellen effektiv mit ODN tranfizieren kann. Zudem war die 
Toxizität von Lipofektin gering, die von ExGen 500 jedoch exorbitant. Lipofektin 
und andere kationische Lipidformulationen wurden bereits erfolgreich als Carrier 
für hämatopoietische Zellen des Menschen eingesetzt, allerdings mit großer Va-
riabilität zwischen verschiedenen Zellarten [Harrison, 1995; Kronenwett, 1998]. 
In GM697-Zellen ist Lipofektin bisher noch nicht beschrieben worden. Hier wur-
de zum ersten Mal gezeigt, dass Lipofektin auch ein effektiver ODN-Carrier für 
GM697-Zellen ist. Das empirisch ermittelte, optimale molare Ladungsverhältnis 
von 1,2 : 1 steht im Einklang mit Berichten, wonach ein Verhältnis von 1,1 : 1 als 
optimal für primäre B-Lymphoyzten beschrieben wurde [Hartmann, 1998 b]. Die 
Toxizität von unkomplexierten kationischen Lipiden, die hier beobachtet wurde, 
ist bereits aus Versuchen mit Makrophagen bekannt [Aramaki, 1999].  
 
Lineares Polyethylenimin (PEI, = ExGen 500) soll gegenüber kationischen Lipi-
den den Vorteil besitzen, dass es weniger toxisch und deshalb für einen Einsatz 
in vivo besser geeignet sei [Boussif, 1995]. Allerdings wurde beobachtet, dass 
die Effektivität von PEI von Zelltyp zu Zelltyp dramatisch variiert [Gebhart, 
2001]. Die Anwendung von ExGen 500 wurde in dieser Arbeit erstmalig für 
GM697-Zellen untersucht, wobei gezeigt werden konnte, dass dieser Zelltyp 
nicht für die Transfektion mit ExGen 500 geeignet ist.  
 
Bei den Antisense-Versuchen mit Lipofektin ließ sich mit dem ODN G3139 eine 
deutliche Bcl-2-Reduktion und konkomitante Apoptoseinduktion 12 h nach Ende 
der ODN-Inkubation erreichen, während ODN 2009 dieselben Effekte nur 
schwach zeigte. Dass eine bestimmte Antisense-Sequenz besser wirkt als eine 
andere, wurde oft beobachtet, aber noch nie befriedigend erklärt. Dies ist auch 
der Hauptgrund, weshalb wirksame Antisense-Sequenzen empirisch ermittelt 
werden müssen [Lebedeva, 2001] . Die Tatsache, dass G3139 das in vitro und 
in vivo am häufigsten eingesetzte Bcl-2-Antisense-ODN ist und ODN 2009 sich 
nur selten in der Literatur findet, deutet bereits auf die empirische Überlegenheit 
des G3139 hin. 
 
Die Kontrolle zu ODN 2009, ODN 2010, zeigte ebenfalls eine leichte Bcl-2-




trachtet man die Sequenz der beiden Oligonukleotide, so erkennt man, dass 
beides 20-mere sind, während G3139 ein 18-mer ist. ODN verlieren jedoch ihre 
Wirkspezifität, wenn sie zu lang werden. Woran liegt das?  
 
Die Spezifität der Antisense-ODN ist begrenzt. Sie hybridisieren nicht nur mit 
dem komplementären Abschitt der Ziel-RNA, sondern binden auch an andere 
RNA-Transkripte und sogar Proteine. Die “falsche“ Bindung eines ODN an eine 
beliebige RNA auf Grund einer partiellen Komplementarität von nur fünf (sic) 
sequentiellen Basenpaaren kann bereits die RNase H aktivieren und zur Spal-
tung des betroffenen RNA-Transkripts führen [Woolf, 1992]. Dieses Phänomen 
nennt man irrelevant cleavage. Je länger ein verwendetes ODN ist, desto grö-
ßer ist die Wahrscheinlichkeit solcher partieller Komplementaritäten und ent-
sprechend geringer wird die Spezifität des Antisense-ODN bzw. des Kontroll-
ODN. Statistische Berechnungen zeigen, dass ein 15-mer ODN mit einer statis-
tischen Wahrscheinlichkeit von 1 zu 109 eine komplett komplementäre Sequenz 
findet. Genügt jedoch eine partielle Komplementarität von acht konsekutiven 
Basenpaaren, so erhöht sich die Wahrscheinlichkeit auf 1 zu 8192, das heißt, 
das ODN findet alle 8192 Basen eine hinreichend komplementäre Sequenz zur 
Aktivierung der RNase H. Eine Komplementarität von fünf Basen ist demnach 
noch um ein Vielfaches wahrscheinlicher. Allerdings scheint nicht nur die bloße 
Länge des ODN, sondern auch die chemische Modifikation und die dreidimensi-
onale Struktur eine Rolle zu spielen [Lebedeva, 2001]. 
 
Die irrelevant cleavage führt einerseits dazu, dass durch ein zu langes Anti-
sense-ODN auch die Synthese anderer, meist homologer Proteine mit identi-
schen Teilsequenzen beeinträchtigt werden kann. Andererseits kann es bedeu-
ten, dass vermeintliche Kontroll-ODN, wenn sie zu lang sind, ebenfalls eine 
leichte Antisense-Hemmung der Ziel-RNA bewirken können. Vergleicht man nun 
die beiden 20mere, das Antisense-ODN 2009 und das Kontroll-ODN 2010, so 
erkennt man, dass sie tatsächlich an zwei Stellen fünf identische Basenabfolgen 
aufweisen. Berücksichtigt man diese Erkenntnisse, so könnte die partielle Kom-
plementarität von ODN 2010 mit der Bcl-2-mRNA ausreichen, um die leichte 
Bcl-2-Reduktion zu erklären. Das würde bedeuten, dass ODN 2010 keine ge-
eignete Negativkontrolle ist, sondern zu einer unerwünschten irrelevant cleava-
ge führt.  
 
Eine alternative Erklärung berücksichtigt Lipofektin: Da ODN 2010 nur im Kom-
plex mit Lipofektin eingesetzt wurde und eine Kontrolle ohne Lipofektin fehlte, 




Effekt von ODN 2010 um eine Eigenwirkung des Lipofektins handeln könnte. Als 
Konsequenz daraus müsste man jedoch dieser Eigenwirkung von Lipofektin 
auch einen Anteil am Antisense-Effekt von Lipofektin-komplexiertem ODN 2009 
und G3139 zurechnen. 
 
Die Kinetik der Antisense-bedingten Bcl-2-Reduktion mit einem Nadir 12 h nach 
Ende der ODN-Inkubation reflektiert die Geschwindigkeit der intrazellulären Pro-
teindegradierung, also die Halbwertszeit von Bcl-2. Wenn nämlich wegen der 
RNA-Verdauung durch die RNase H kein Protein mehr nachsynthetisiert werden 
kann, so fällt der nachweisbare Level von Bcl-2 mit der Geschwindigkeit der 
physiologischen Halbwertszeit. Diese wurde in der Literatur mit 14 h beschrie-
ben [Tsujimoto, 1986], kann jedoch je nach Zelltyp etwas variieren. Nimmt man 
für GM697-Zellen eine Halbwertszeit von 14 h an, so ist es nicht überraschend, 
dass 16 h nach Beginn bzw. 12 h nach Ende der vierstündigen Inkubation mit 
den Antisense-ODN die maximale Bcl-2-Reduktion eintrat. Der Wiederanstieg 
des Bcl-2 nach erfolgter Antisense-Inhibition − wenn die Antisense-ODN selbst 
bereits bereits abgebaut sind − reflektiert wiederum die Geschwindigkeit der Bcl-
2-Synthese und damit letztendlich die Geschwindigkeit der Synthesephase des 
Zellzyklus. Da der Zellzyklus der GM697-Zellen 30 h dauert (Verdoppelungszeit 
in Kultur) und die Synthesephase etwa ein Drittel des Zellzyklus beträgt (in den 
meisten Zelltypen konstant 6-10 h lang [Forth, 1996]), wird verständlich, dass 12 
h nach dem Antisense-bedingten Bcl-2-Nadir wieder das vorherige Bcl-2-
Plateau erreicht oder sogar kompensatorisch überschritten ist.  
 
Die beobachtete Caspase-3-Aktivierung ebenfalls zum Zeitpunkt 12 h nach En-
de der ODN-Inkubation beweist, dass der G3139-Lipofektin-Komplex nicht 
zytotoxisch war, da Caspase-3 lediglich bei der Apoptose, nicht jedoch bei der 
Nekrose aktiviert wird. Im Einklang mit dieser Apoptosekinetik stehen die Beo-
bachtungen der Gruppe um Reed, die bei Antisense-Versuchen mit GM697 eine 
Verminderung der Zelldichte nach ein bis drei Tagen registrierte. Denn während 
diese Gruppe damit ein sehr spätes Ergebnis der Apoptose als Messparameter 
gewählt hatte [Reed, 1990], wurde in dieser Arbeit mit dem Nachweis der 
Caspase-3 ein früheres Apoptosestadium detektiert, das logischerweise bereits 
früher ein Maximum aufweist. 
 
Für Antisense-Experimente wurden jüngst strikte methodische Regeln aufge-
stellt [Stein, 1998]. Im Licht dieser Regeln hätten die hier vorgestellten Versuche 
noch zusätzlicher Kontroll-Oligonukleotide (scrambled- oder mismatch-




Bcl-2-mRNA-Messung sowie möglicherweise auch eines RNase H protection 
assay bedurft. Auch ist die Anzahl der Versuche mit n = 3 nicht hinreichend, um 
den Antisense-Effekt statistisch unnfechtbar zu machen. Das Ziel dieser Versu-
che war jedoch nicht, eine Bcl-2-Antisense-Reduktion in GM697-Zellen erstma-
lig zu zeigen oder unwiderlegbar zu beweisen, was bereits 1990 von Reed er-
folgte [Reed, 1990].  
 
Es ging vielmehr darum, aufbauend auf den Versuchen von Reed et al. die bei-
den Oligonukleotide G3139 und ODN 2009 zu vergleichen und einen eventuel-
len nicht-Antisense-vermittelten Effekt von G3139 − zum Beispiel einen CpG-
Effekt − aufzuzeigen. Im Gegensatz zu Reed et al., die ohne Lipofektin arbeite-
ten und erst bei ODN-Konzentrationen von 25 µM einen Antisense-Effekt sahen, 
reichte hier durch die Verwendung von Lipofektin 1µM ODN für den Antisense-
Effekt aus. Außerdem benutzten Reed et al. eine Zellzählung und eine Try-
panblaufärbung, um den Effekt auf die Vitalität der Zellen zu untersuchen. Damit 
kann jedoch nicht zwischen unspezifischer Toxizität und spezifischer Apopto-
seinduktion unterschieden werden. In der vorliegenden Arbeit wurde durch die 
Messung der aktiven Caspase-3 gezeigt, dass tatsächlich Apoptose induziert 
wird. Bcl-2 ist also notwendig für das Überleben von GM697-Zellen, eine kriti-
sche Reduktion desselben vermag die spontane Apoptose einzuleiten. 
 
 
4.3.2  CpG-Effekte in GM697-Zellen und Burkitt-Lymphomzellen 
 
Die Antisense-Experimente hatten gezeigt, dass G3139 in der Zelllinie GM697 
nur dann die Expression von Bcl-2 hemmen kann, wenn es im Komplex mit dem 
Carrier Lipofektin eingesetzt wird. Ohne Lipofektin blieben die Bcl-2-Expression 
und die spontane Apoptoserate unverändert. Allerdings war nun durch die Beo-
bachtung einer G3139-abhängigen Bcl-xL-Erhöhung und durch die Tatsache, 
dass G3139 zwei CpG-Motive enthält, die Frage aufgekommen, ob G3139 auch 
wie andere CpG-ODN zellaktivierende und immunstimulatorische Aktivität be-
sitzt. Denn schließlich handelt es sich bei GM697-Zellen ja um die leukämische 
Variante der B-Lymphozyten, die auf Grund ihres TLR9-Rezeptors direkt mit 
CpG-ODN interagieren können.  
 
Tatsächlich konnte in GM697-Zellen eine G3139-abhängige Induktion der im-
munologischen Aktivierungsmarker CD80 und CD86 beobachtet werden. Dieser 
Effekt war nach 24 h am größten und verringerte sich in den Folgetagen allmäh-




bachtung, dass das CpG-freie ODN 2010 diese Aktivierungsmarker nicht hoch-
regulierte. Dabei ist es irrelevant, dass ODN 2010 keine Antisense-
Negativkontrolle (mismatch oder scrambled ODN) für G3139 ist, wonach es die-
selbe Basenzusammensetzung wie G3139 haben müsste. Zur Negativkontolle 
eines CpG-Effekts genügt die Tatsache, dass ODN 2010 keine CpG-Motive ent-
hält. Da GM697-Zellen immature maligne B-Lymphozyten sind und CpG-Effekte 
sowohl bei gesunden wie bei malignen humanen B-Lymphozyten beschrieben 
wurden [Hartmann, 2000 b; Decker, 2000] liegt es nahe, dass der hier 
beobachtete Effekt CpG-vermittelt war. Zudem ist eine ähnliche Kinetik wie die 
hier beobachtete aus Untersuchungen des CpG-Effekts bei B-Zellen bekannt: 
ein Wirkungsgipfel bei 24 h und ein Wirkunsgverlust nach 48-72 h [Krieg, 1995]. 
 
In den Bcl-2-negativen Burkitt-Lymphom-Zelllinien Daudi JP und DG 75 ist ein 
Bcl-2-Antisense-Effekt ausgeschlossen, da Bcl-2 nicht exprimiert wird. Dass in 
beiden Zelllinien dennoch eine überwiegend signifikante Hochregulation von 
CD54, CD80 und CD86 durch G3139 gefunden wurde, stützt die Theorie von 
G3139 als einem immunstimulatorisch aktiven CpG-ODN. Ein weiteres Argu-
ment für diese Hypothese beruht darauf, dass G3139 ein beinahe identisches 
Wirkprofil aufwies wie das im humanen System als CpG-ODN charakterisierte 
ODN 2006 [Hartmann, 2000 b].  
 
In Daudi JP-Zellen waren die Effekte von G3139 und ODN 2006 kongruent, und 
ein signifikanter Unterschied zwischen beiden ODN konnte nicht ermittelt wer-
den. In DG 75-Zellen war G3139 zwar signifikant wirksam, aber deutlich gerin-
ger als ODN 2006. Dieser Unterschied könnte darauf basieren, dass G3139 und 
ODN 2006 verschiedene Signaltransduktionswege zur Induktion von Proteinen 
in Gang setzen. Es wurde aber bisher nur der Signaltransduktionsweg über 
TLR-9 beschrieben [Hemmi, 2000]. Im Prinzip könnte G3139 über andere, noch 
unbekannte Sequenzmotive wirken.  
 
Eine alternative, plausiblere Erklärung geht davon aus, dass beide Oligonukleo-
tide zwar wirksame CpG-ODN sind, jedoch mit verschiedener Potenz: Schließ-
lich enthält ODN 2006 vier CpG-Dinukleotide in empirisch optimierten Basen-
kontexten, G3139 aber nur zwei CpG-Motive in nicht optimierten Basenkontex-
ten. Die Überlegenheit von ODN 2006 käme nach den Gesetzen der Pharma-
kodynamik darin zum Ausdruck, dass ODN 2006 einen höheren Plateau-Effekt 
bei maximaler Dosis (Vmax) erreicht oder aber seinen halbmaximalen Effekt 
(ED50) bei einer niedrigeren Dosis hat. Letzteres hieße, dass bei einer gegebe-




erzielt. Dies könnte bei DG 75 der Fall sein und würde die unterschiedliche 
Stärke der Proteininduktion durch die beiden ODN erklären. Da zudem ver-
schiedene Zelllinien je nach Ausstattung mit Rezeptoren und Signalmolekülen 
unterschiedliche Sensitivitäten für CpG-Effekte haben können, würde auch ver-
ständlich, warum bei derselben Dosis Daudi JP-Zellen auf beide CpG-ODN glei-
chermaßen ansprechen. Daudi JP-Zellen wären dementsprechend für CpG-
ODN sensitiver als DG 75-Zellen. Tatsächlich wurde in B-CLL-Zellen am Bei-
spiel der Induktion von CD86 nachgewiesen, dass ODN 2006 sowohl eine ge-
ringere ED50 als auch eine höhere Vmax als G3139 zeigt. 
 
 
4.3.3  CpG-Effekte in primären B-CLL-Zellen 
 
Die Untersuchung primärer humaner B-CLL-Zellen ist ein in die Klinik gut über-
tragbares Modell, das bereits vielfach beschrieben worden ist [Pepper, 1999; 
Decker, 2000]. Dass bei den Versuchen mit humanen PBMC keine kationischen 
Lipide eingesetzt wurden, hat zwei Gründe. Ein Grund ist die bekannte, aber 
noch wenig verstandene Beobachtung, dass ODN von primären Zellen und Zel-
len in vivo besser aufgenommen werden als von permanenten Zelllinen. Es 
wurde gezeigt, dass hundert Prozent aller B-Lymphozyten in PBMC spontan 
ODN aufnehmen [Hartmann, 1998 b]. Ein zweiter Grund ist, dass kationische 
Lipide eine antiinflammatorische und immuninhibitorische Eigenwirkung entfal-
ten können [Filion, 1997], was mit der Untersuchung der ODN-Wirkungen auf 
das Immunsystem interferieren würde. In der vorliegenden Arbeit wurde 
demonstriert, dass B-CLL-Zellen Phosphorothioat-ODN in ausreichender Menge 
spontan aufnehmen. Aus Voruntersuchungen mit dem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop war in unserem Labor bekannt, dass sich Lipofektin-
komplexierte ODN zuerst zytoplasmatisch, dann nukleoplasmatisch anreichern. 
Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit darauf verzichtet, die kompartimentale 
Verteilung der ODN noch einmal zu demonstrieren.  
Es konnte gezeigt werden, dass die beiden CpG-haltigen ODN 2006 und G3139 
die immunologischen Oberflächenmarker CD40, CD80 und CD86 hochregulier-
ten. Die leicht induktorische Wirkung von ODN 2009, das keine CpG-Motive 
enthält, ist am wahrscheinlichsten auf den unspezifischen immunstimulatori-
schen Hintergrundeffekt des Phosphorothioat-Gerüsts zurückzuführen. Hier 
lohnt eine genauere Betrachtung der multiplen Effekte von ODN, die nicht nur 
auf Interaktionen mit RNA – wie oben ausgeführt -, sondern auch auf der Bin-


















































Abb. 4.3: Flussdiagramm zur Veranschaulichung der diversen möglichen Effek-
te eines Antisense-ODN. Neben dem auf der spezifischen Watson-Crick-
Basenpaarung beruhenden, beabsichtigten Antisense-Effekt gibt es noch unbe-
absichtigte, auf unspezifischer RNA- sowie spezifischer und unspezifischer Pro-
teinbindung beruhende Effekte, die man bei der Konzeption von Antisense-
Experimenten berücksichtigen muss. 
 
 
Oligonukleotide binden über ihr polyanionisches Phosphatgerüst auch an Prote-
ine und können mit deren Funktionen interferieren. In besonderem Maße ist dies 
für Phosphorothioat-ODN gezeigt worden. Ähnlich wie polyanionisches Heparin 
oder Polysulfate binden ODN längenabhängig an zahlreiche Heparin-bindende 
Proteine, darunter Fibronectin, Laminin, basic fibroblast growth factor (bFGF, 
[Fennewald, 1995]), epidermal growth factor receptor (EGFR) und vascular en-
dothelial growth factor receptor (VEGFR, [Rockwell, 1997]). So zeigten Anti-
sense-Oligonukleotide gegen TNF-α unter Einfluss von Lipopolysaccharid eine 




wieder rückgängig zu machen war [Hartmann, 1996]. Auch eine Bindung von 
Oligonukleotiden an CD11-CD18, CD4, HIV-Glykoprotein 120 und die reverse 
Transkriptase von HIV-1 konnte nachgewiesen werden [Lebedeva, 2001]. 
Phosphorothioate können sogar NF-κB-vermittelt den Transkriptionsfaktor Sp-1 
induzieren [Perez, 1994]. Diese molekularen Interaktionen entsprechen vermut-
lich den in vivo beobachteten antiadhäsiven, antiangiogenetischen, immunsti-
mulatorischen und antiviralen Effekten einiger Antisense-ODN [Hartmann, 1998 
a]. Solche Effekte sind oft unerwünscht, können aber zum Beispiel bei der Anti-
sense-Therapie von Tumoren eine durchaus willkommene Synergiewirkung lie-
fern. Man nimmt an, dass die unspezifischen Interaktion von Antisense-ODN mit 
Proteinen zwar von der Länge und chemischen Struktur, aber nicht primär von 
der Nukleotidsequenz abhängen. Allerdings beweist die durch Bindung an TLR9 
mediierte immunstimulatorische Wirkung von CpG-Motiven, dass Oligonukleoti-
de auch wohldefinierte sequenzabhängige Wirkungen haben können, die nichts 
mit einem Antisense-Effekt zu tun haben.  
 
 a) Immunologische Aktivierung 
 
Die wahrscheinlichste Erklärung für die bei B-CLL-Zellen beobachtete Induktion 
von CD40 und CD80 durch die verschiedenen ODN ist also ein schwacher im-
munstimulatorischer Hintergrundeffekt des Phosphorothioat-Gerüsts und eine 
für CpG-ODN hinzukommende, spezifische Immunstimulation durch die Interak-
tion mit dem CpG-Rezeptor TLR-9. In B-Zellen gesunder Spender wurde die 
Induktion von CD40 und CD86 durch CpG-ODN bereits nachgewiesen [Bauer, 
1999; Hartmann, 2000 b], in B-CLL jedoch bis zum Zeitpunkt der Experimente 
noch nicht. Was aber bedeutet eine Induktion von CD40 und CD80 funktionell? 
 
CD40 ist nicht nur ein Marker für die Differenzierung von B-Lymphozyten, son-
dern spielt eine wesentliche Rolle in der Interaktion von B-Zellen mit T-Zellen 
und damit in der zellulären, T-Zell-vermittelten Immunreaktion [Gordon, 1995; 
Nishioka, 1994]. Bei CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) handelt es sich um die bei-
den kostimulatorischen Moleküle, die für eine Aktivierung naiver T-Zellen essen-
tiell sind [Janeway, 1999], wobei CD80 die wichtigere Rolle zukommt [Fields, 
1998]. Beide Proteine können mit denselben Proteinen auf der T-Zelloberfläche 
interagieren. Die Wirkung auf T-Zellen hängt von dem Bindungspartner auf der 
T-Zelloberfläche ab: Bindet CD80 oder CD86 an CD28 auf naiven T-Zellen, so 
wird die T-Zelle aktiviert; Bindet dasselbe Molekül jedoch an CD152 (CTLA4) 
auf aktivierten T-Zellen, so resultiert ein hemmendes Signal und die T-Zell-




CD80 und/oder CD86 und demonstrieren damit ihren Status als professionelle 
Antigen-präsentierende Zellen. CD80 und CD86 werden auf B-Zellen durch Sig-
nale einer Infektion induziert (sogenannte PAMPs, pathogen associated molecu-
lat patterns), z.B. durch LPS oder CpG-Motive. In dieser Arbeit wurde gezeigt, 
dass CpG-ODN selbst in den malignen B-CLL-Zellen kostimulatorische Molekü-
le hochregulieren. Eine extensive Untersuchung weiterer Oberflächenmarker 
durch Jahrsdörfer et al. zeigte, dass auch CD20, CD54 (ICAM-1), CD69, CD86, 
MHC-I, MHC-II und 1D10-Antigen auf B-CLL-Zellen induziert werden, wenn sie 
in Kontakt mit CpG-Oligonukleotiden kommen [Jahrsdörfer, 2002].    
 
In der vorliegenden Arbeit konnte ferner gezeigt werden, dass dieselben Zellen, 
die auf CpG-Oligonukleotide hin CD40 und CD80 hochregulieren, auch an Grö-
ße und Granularität zunehmen. Eine ähnliche Beobachtung wurde bereits mit 
normalen B-Zellen und malignen B-Zellen verschiedener Lymphome gemacht 
[Hartmann, 2000 a; Jahrsdörfer, 2001] und als Zeichen einer funktionellen Akti-
vierung der B-Lymphozyten identifiziert. Zudem gilt in der Biologie generell, 
dass aktivierte, synthetisch und proliferativ aktive Zellen größer sind als ruhende 
Zellen, da sie Raum für extensive Proteinsynthese (endoplasmatisches Retiku-
lum, Golgi-Apparat etc.) benötigen. Dass die vermehrte Nachweisbarkeit von 
CD40 und CD80 nicht einfach mit der größeren Zelloberfläche erklärt werden 
kann, sondern überproportional dazu ist und eine Zunahme der Moleküldichte 
auf der Zellmembran bedeutet, konnten Jahrsdörfer et al. rechnerisch zeigen 
[Jahrsdörfer, 2002].   
 
Das Konzept einer immunologischen Aktivierung von B-CLL-Zellen durch CpG-
ODN wurde inzwischen durch Versuche bekräftigt, die zeigten, dass die durch 
CpG-ODN aktivierten B-CLL-Zellen allogene T-Zellen in einer mixed lymphocyte 
reaction (MLR) stimulieren können [Decker, 2000]. CpG-Oligonukleotide haben 
ebenfalls einen Effekt auf den Zellzyklus und erhöhen die Proliferationsrate ihrer 
Zielzellen, unter anderem der B-Zellen. Auch B-CLL-Zellen werden durch CpG-
ODN aus ihrer Arretierung im G0-Stadium des Zellzyklus in einen proliferativen 
Status überführt [Jahrsdörfer, 2002; Decker, 2000]. Generell scheinen in B-CLL-
Zellen Proliferation und Bcl-2-Expression invers korreliert zu sein, was mit den 
Effekten von CpG-ODN auf beide Phänomene gut vereinbar ist [Schena, 1992]. 
 
In dem hier untersuchten B-CLL-Modell stellt sich nun die Frage, ob die beo-
bachteten Effekte auf einer direkten Interaktion von CpG-ODN und B-CLL-Zelle 
basieren oder indirekt über andere Zellen und deren Zytokine mediiert sind. Nun 




worden [Takeshita, 2001], aber auf B-CLL-Zellen hat noch niemand danach ge-
sucht. Dies ist ohne Zweifel eine der Untersuchungen, die sich an die Ergebnis-
se dieser Arbeit anschließen müssen.  
 
Durch magnetische Zellseparation konnte jedoch gezeigt werden, dass die 
CpG-Effekte auf Proliferation, Immunphänotyp und Zytokineproduktion (TNF-α 
und IL-6) auch bei aufgereinigten B-CLL-Populationen zu beobachten sind [De-
cker, 2000]. Allerdings bleibt fraglich, ob nicht trotz Zellseparation wenige ver-
bliebene plasmazytoide dendritische Zellen ausreichen, um den beobachteten 
CpG-Effekt zu bewirken. Auch autokrine Amplifikationsmechanismen könnten 
zu dem beobachteten CpG-Effekt auf B-CLL-Zellen beitragen. So ist bekannt, 
dass TNF-α ein autokriner Wachstumsfaktor für B-CLL-Zellen ist, der auch die 
CD80-Expression reguliert [Foa, 1990; Ranheim, 1995]. Ein Nachweis von TLR-
9 auf B-CLL-Zellen sowie der Versuch einer CpG-Stimulation unter selektiver 
Hemmung des TLR-9 auf B-CLL-Zellen könnten in Zukunft weitere Erkenntnisse 
zur Natur der CpG-Stimulation von B-CLL-Zellen liefern. 
 
 b) Wirkungen auf die Apoptose 
 
In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass CpG-ODN eine signifikante Induk-
tion von Bcl-xL in B-CLL-Zellen bewirken. Dieselbe Beobachtung war bereits mit 
gesunden B-Zellen im murinen System gemacht worden [Yi, 1998]. Dabei konn-
te nachgewiesen werden, dass dieser Effekt auf einer vermehrten Transkription 
beruht und u.a. über den Transkriptionsfaktor NF-κB vermittelt wird [Grad, 
2000]. Eine NF-κB-induzierte Bcl-xL-Induktion wurde auch in Neuronen als Wir-
kung von Nervenwachstumsfaktoren gefunden [Bui, 2001]. Insbesondere c-Rel 
scheint entscheidend für die direkte Hochregulation von Bcl-xL zu sein [Chen, 
2000]. Dass NF-κB generell im Rahmen der CpG-Wirkung aktiviert wird, ist e-
benfalls gesichert [Hacker, 2000]. 
 
Bisher wurde angenommen, dass CpG stets anti-apoptotisch wirkt. In gesunden 
B-Lymphozyten von Maus und Mensch wurde die anti-apoptotische Wirkung 
mehrmals beschrieben [Han, 1999; Krieg, 2000; Yi, 1999]. Sie wurde mit einer 
CpG-vermittelten Induktion von Bcl-xL, IAP, c-jun und c-myc in Verbindung ge-
bracht [Yi, 1998]. NF-κB, das im Rahmen der CpG-Signaltransduktion aktiviert 
wird und in den Kern transloziert, induziert bekanntermaßen die Expression ei-






In der vorliegenden Arbeit zeigten jedoch die beiden CpG-Oligonukleotide 
G3139 und ODN 2006 bei einer Subpopulation von B-CLL-Patienten eine Erhö-
hung der spontanen Apoptoserate, gepaart mit einer Reduktion von Bcl-2. Die 
Bcl-2-Antisense-Sequenz von G3139 kann nicht ursächlich dafür sein, da ODN 
2006 diese Antisense-Sequenz nicht enthält (nicht einmal eine partielle Kom-
plementarität). Die plausibelste Erklärung basiert auf der Biologie der B-CLL, die 
eigentlich mindestens zwei Krankheiten unter einem Begriff subsumiert. Sowohl 
die Heterogenität der klinischen Verläufe als auch die genetisch und pathogene-
tisch distinkten Subformen unterstreichen die Hypothese, dass es sich bei der 
B-CLL um zwei nosologische Entitäten handelt. Dies untertreichen neuere mo-
lekularbiologische Untersuchungen [Damle, 1999; Hamblin, 1999]. Die beiden 
disparaten B-CLL-Formen scheinen von zwei im Entwicklungsstadium unter-
schiedenen B-Zellen ihren Ausgang zu nehmen (s. Abb. 4.4): 
 
 von einer reifen, naiven B-1-Zelle, die noch nicht das Keimzentrum 
eines Sekundärfollikels passiert hat (prägerminal) bzw. 
 von einer Gedächtnis-B-1-Zelle, die bereits das Keimzentrum passiert 
hat und dort Kontakt mit einem Antigen hatte (postgerminal). 
 
Eine B-1-Zelle, die im Keimzentrum eines Sekundärfollikels mit Antigen in Kon-
takt kam, weist als ein hochspezifisches Charakteristikum somatische Hypermu-
tationen auf. Dies sind Punktmutationen in den V-Gensequenzen für die variab-
len Regionen der schweren und leichten Immunglobulin-Ketten. Diejenigen Mu-
tationen, die zur Bildung von Immunglobulinen mit höherer Affinität für das Anti-
gen führen, bedingen eine positive Selektion und Expansion des betroffenen 
Zellklons. Aus diesen Zellen werden dann entweder Plasmazellen oder Ge-
dächtniszellen. In etwa 50 Prozent der B-CLL-Zellen wurden somatischen Hy-
permutationen der IgVH-Gene gefunden [Damle, 1999; Hamblin, 1999]. Diese 
Zellen stammen mit großer Wahrscheinlichkeit von Gedächtnis-B-1-Zellen ab 
und sind daher postgerminal, wohingegen die anderen 50 Prozent ohne somati-
sche Mutationen prägerminalen B-1-Zellen entsprechen müssen. Auch konnte 
gezeigt werden, dass letztere im Gegensatz zu ersteren ungleich stärker CD38 
exprimieren, was typisch für naive, prägerminale B-1-Zellen ist. Beide Formen 
der B-CLL zeigen auch unterschiedliche genetische Aberrationen, die prägermi-
nale eher Trisomie 12, die postgerminale eher Chromosom 13-Deletionen. Den 
molekularen und immunphänotypischen Unterschieden entspricht auch eine 
klinische Heterogenität. Die von prägerminalen B-1-Zellen abstammenden B-
CLL-Zellen zeigen einen progredienteren klinischen Verlauf mit einer kürzeren 
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Abb. 4.4: Schematische Darstellung der pathogenetischen Entwicklung zweier 
distinkter Formen der chronischen lymphatischen Leukämie vom B-Zelltyp (B-




Vor diesem Hintergrund könnte die differenzielle CpG-Wirkung die beiden dis-
tinkten B-CLL-Subformen widerspiegeln. Die beobachtete Korrelation der diffe-
renziellen Beeinflussung der Apoptose mit den beiden klinischen Verlaufs- und 
Prognoseparametern s-Tk und β2M hält jedoch auch die Möglichkeit offen, dass 
es sich bei den beiden Untergruppen um die frühen und späten Progressions-
stufen einer pathogenetisch identischen B-CLL handelt. Es ist bekannt, dass 
β2M ein prognostischer Marker ist, nach dem die B-CLL in eine milde und eine 
schwere Form zerfällt [Ibrahim, 2001]. Patienten mit einer s-Tk unter 7 U/l zeig-
ten in einer Untersuchung ein deutlich längeres progressionsfreies Überleben 
als jene mit höheren s-Tk-Werten [Hallek, 1999]. 
 
Durch welche Proteine der Effekt auf die Apoptose mediiert ist, muss offen blei-




Reduktion, doch diese Korrelation sagt nichts über Kausalitäten aus. Untersu-
chungen an demselben B-CLL-Modell zeigten, dass das Fas-System nicht 
beteiligt ist, da der Fas-Rezeptor auf den B-CLL-Zellen nicht exprimiert und 
durch CpG auch nicht induziert wird [Jahrsdörfer, 2002].  
 
Die molekularen Entsprechungen für den differenziellen CpG-Effekt auf die A-
poptose könnten in der Signaltransduktion von CpG liegen. Von Interesse ist 
hierbei die Beobachtung, dass NF-κB, an sich der Initiator einer Überlebensre-
aktion in der Zelle, in bestimmten Situationen pro-apoptotisch wirken kann. In 
aktivierten T-Zellen kann NF-κB den Fas-Liganden hochregulieren und somit die 
Apoptoseschwelle der Zelle erniedrigen [Kasibhatla, 1999]. In Mitogen-
aktivierten Lymphomzellen scheint NF-κB die Apoptose über eine Repression 
von c-myc zu initiieren [Wu, 1996]. Die unterschiedlichen, einmal anti- und ein-
mal pro-apoptotischen Wirkungen von NF-κB erklärt man sich durch die unter-
schiedlich assemblierten Proteine aus der NF-κB-Familie, wobei RelA den pro-
apoptotischen Weg begünstigen soll [Ouaaz, 1999]. 
 
Dass CpG-Oligonukleotide in einer Subpopulation von B-CLL-Zellen auch pro-
apoptotische Effekte haben kann, wurde erst in dieser Arbeit entdeckt und ist 
vor allem deshalb von herausragendem Interesse, weil die bisher beschriebe-
nen anti-apoptotischen CpG-Effekte natürlich einer Tumortherapie mit CpG-
ODN im Wege stehen. Eine auffällige Analogie besteht zwischen den CpG-
Effekten auf B-CLL-Zellen und den Wirkungen der CD40-Aktivierung. Die Akti-
vierung von CD40 auf B-CLL-Zellen führt zur Hochregulation von CD80 und 
CD86 sowie zu einer momentanen Hemmung der Apoptose, aber gleichzeitig zu 
einer erhöhten Apoptosebereitschaft [Van den Hove, 1997; Romano, 2000; 
Schattner, 1995]. Mediiert werden diese Effekte durch die Transkriptionsfakto-
ren NF-κB und AP-1, die auch im Rahmen der CpG-Wirkung eine Rolle spielen 
[Furman, 2000]. Da CpG-ODN die Expression von CD40 induzieren, käme es 
bei Vorhandensein des CD40-Ligands (CD154) zu einer Verstärkung der CpG-
Effekte auf CD80, CD86 und die Apoptose. Denkbar wäre daher, dass die in 
dieser Arbeit beobachteten differenziellen Effekte von der Präsenz oder Absenz 
von CD154 auf Bystander-Zellen und damit einer unterstützenden CD40-
Aktivierung abhängt. 
 
Dass in den beschriebenen Experimenten pro-apoptotische Effekte der CpG-
Oligonukleotide auf B-CLL-Zellen in vitro beobachtet wurden, lässt noch nicht 
den Schluss zu, dass diese Effekte auch in vivo vorhanden wären. Es ist be-




sorio, 1998]. Diese Diskrepanz könnte durch den Einfluss von Faktoren aus 
dem Umfeld (microenvironment) der Tumorzellen erklärbar sein. So wurde ge-
zeigt, dass B-CLL-Zellen in vivo die induzierbare Isoform der NO-Synthase (= 
iNOS) exprimieren [Kolb, 2001]. Eine experimentelle Hemmung der iNOS führt 
zur Apoptose der B-CLL-Zelle. Es wird vermutet, dass Hilfszellen aus der peri-
tumoralen Umgebung über CD23, CD40 oder andere Faktoren die iNOS in B-
CLL-Zellen induzieren und damit zur Apoptoseresistenz der malignen Zellen 
beitragen. Auf welche Weise jedoch NO in das Apoptosesystem eingreift, ist 
ungeklärt [Kolb, 2001]. 
 
Analog zur differenziellen Wirkung von CpG-ODN auf die spontane Apoptose 
von B-CLL-Zellen war auch die Wirkung auf Bcl-2 differenziell. Die Patienten mit 
niedriger s-Tk zeigten eine leichte Bcl-2-Reduktion, die Patienten mit hoher s-Tk 
jedoch eine deutliche Bcl-2-Erhöhung. Ein Effekt von CpG-ODN auf Bcl-2 wurde 
bisher weder in B-CLL-Zellen noch überhaupt in B-Zellen beschrieben. Bekannt 
ist jedoch, dass das Gen bcl-2 durch die Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 
reguliert werden kann, die auch als Mediatoren der CpG-Wirkung auftreten. So-
wohl im murinen als auch im humanen System wurden NF-κB-Bindungsstellen 
in bcl-2-Promotoren gefunden und eine NF-κB-vermittelte Induktion von Bcl-2 
nachgewiesen [Kurland, 2001; Catz, 2001; Ramirez, 2001].  
 
Andererseits gibt es auch Berichte über eine NF-κB-vermittelte Repression von 
Bcl-2: In B-Progenitor-Zellen führt der Entzug von Zytokinen (z.B. IL-3) über ei-
ne NF-κB-Aktivierung zur Bcl-2-Repression und damit zur Apoptose [Sohur, 
1999]. An Myokardiozyten wurde gezeigt, dass adaptierte Herzen auf Ischämie 
mit einer NF-κB-vermittelten Bcl-2-Induktion reagieren und dadurch den Zelltod 
verhindern können, nicht adaptierte Herzen jedoch über dieselbe NF-κB-
Aktivierung Bcl-2 herunterregulieren und der Apoptose erliegen [Maulik, 1999]. 
Damit ist eine differenzielle Regulation der Bcl-2-Expression über den NF-κB-
Weg im Rahmen der CpG-Wirkung gut mit der Literatur vereinbar.  
 
Es ist damit jedoch nicht gesagt, dass CpG-ODN nur über die Transkription auf 
die Bcl-2-Funktion einwirken müssen. Seit kurzem ist bekannt, dass Bcl-2 durch 
posttranskriptionale und posttranslationale Modifikationen reguliert werden 
kann. Die Bcl-2-mRNA besitzt z.B. zahlreiche Adenin-Uracil-reiche Elemente 
(ARE), die im Rahmen der Apoptose bestimmte Enzyme binden, welche darauf 







 c) G3139 als CpG-Oligonukleotid 
 
Die in B-CLL beobachteten CpG-Effekte traten in nahezu identischer Weise bei 
den beiden Oligonukleoiden G3139 und ODN 2006 auf. Beide besitzen ausrei-
chend viele und potente CpG-Motive. Allerdings zeigte auch ODN 2009, obwohl 
es kein CpG-Motiv beinhaltet, eine gewisse, wenn auch deutlich schwächere 
Wirkung auf die Induktion von Oberflächenmarkern und von Bcl-xL. Diese Beo-
bachtung ist kompatibel mit zahlreichen Berichten über eine leichte, unspezifi-
sche Immunstimulation durch das Phosphorothioat-Rückgrat von ODN [Liang, 
1996; Hartmann, 1996]. Somit kann der Phosphorothiat-Effekt auch den ande-
ren ODN zugerechnet werden, es muss jedoch noch ein sequenzspezifischer 
Effekt hinzutreten, um die deutlich stärkeren Wirkungen zu erklären. Das Kon-
troll-ODN 2017 ist ein Poly-C-ODN und ist bekannt dafür, dass es eher immun-
hemmend wirkt und deshalb den unspezifischen Phosphorothioat-Effekt nicht 
aufweist (persönliche Kommunikation G. Hartmann). Daher stellt ODN 2017 ei-
ne brauchbare Kontrolle für jegliche immunstimulatorischen Wirkungen von 
Phosphorotioat-Oligonukleotiden dar. Bei den B-CLL-Versuchen in dieser Arbeit 
war ODN 2017 wie erwartet der Mediumkontrolle gegenüber äquivalent. 
 
Dass es sich bei den Effekten von G3139 in dem verwendeten B-CLL-Modell 
um CpG-Effekte handelte, kann auf Grund der vorhandenen Daten nicht mit al-
lerletzter Sicherheit behauptet werden. Vor allem fehlt eine spezifische CpG-
Kontrolle, etwa ein ODN mit Inversion der CG-Dinukleotide in GC-Dinukleotide 
oder ein ODN mit methylierten CpG-Motiven. Es liegen jedoch genügend Argu-
mente auf der Hand, um eine CpG-Aktivität von G3139 postulieren zu können. 
Faktum ist zunächst das Vorhandesein zweier theoretisch hochwirksamer CpG-
Motive in der G3139-Sequenz. Zusätzlich verfügt G3139 über dasselbe TC-
Dinukleotid am 5´-Ende, das an derselben Stelle bei ODN 2006 eingebaut wur-
de, um dessen immunstimulatorische Wirkung zu erhöhen [Hartmann, 2000 a]. 
Sämtliche Wirkungen von G3139 auf B-CLL-Zellen korrelieren eng mit denen 
des CpG-ODN 2006 (Abb. 3.29). Die Dosis-Wirkungs-Kurven beider ODN zei-
gen ein kongruentes Profil, auch wenn ODN 2006 eine greingere ED50 aufweist. 
Die eingesetzte ODN-Konzentration wurde bei den B-CLL-Experimenten be-
wusst im supramaximalen Bereich von 5 µM gewählt, damit ein qualitativer Ver-
gleich zwischen G3139 und ODN 2006 hinsichtlich der Immunstimulation mög-
lich wurde. Ein quantitativer Vergleich hinsichtlich der immunstimulatorischen 





Besonders auffällig ist, dass beinahe alle gegen Tumore gerichteten Bcl-2-
Antisense-Experimente, die zu einer erfolgreichen Tumorregression in vivo führ-
ten, mit G3139 und nicht etwa mit ODN 2009 oder anderen Bcl-2-Antisense-
ODN durchgeführt wurden. Dies trifft sowohl auf tierexperimentelle Untersu-
chungen (auf eine Auflistung wird verzichtet) als auch klinische Studien zu (s. 
Tabelle 4.1). Dieser bias in der Auswahl von Bcl-2-Antisense-ODN zu Gunsten 
von G3139 ist durch dessen immunstimlatorische Potenz erklärbar. Darüber 
hinaus unterstreichen die überwiegend inflammatorischen Nebenwirkungen je-
der G3139-Therapie die CpG-Aktivität dieses Oligonukleotids. Die meist 
phosphorothioat-modifizierten ODN wurden zwar insgesamt gut vertragen 
[Crooke, 2000]. Wenn aber Symptome auftraten so waren dies eine autoimmu-
ne Thrombozytopenie, eine Erhöhung der Leberenzyme, eine Verlängerung der 
aPTT, eine Komplementaktivierung oder ein Zytokin-Release-Syndrom mit kon-
stitutionellen Symptomen wie Fieber, Myalgien, Arthralgien, Hypotension und 
Asthenie [Levin, 1999]. Diese Wirkungen deuten auf eine Interaktion mit dem 
Immunsystem hin. Oftmals wird dies lediglich mit dem Phosphorothioat-Gerüst 
erklärt. Es wäre jedoch gut denkbar, dass CpG-Motive, wie sie in vielen klinisch 
untersuchten ODN vorliegen, für die immunvermittelten Nebenwirkungen ver-
antwortlich sind. 
 
Es wird vielfach argumententiert, dass die In-vivo-Wirkungen von G3139 nicht 
durch immunstimulatorische CpG-Motive erklärbar seien, weil sie auch in Mäu-
sen mit dem severe combined immunodeficiency syndrome (SCID) aufträten. 
SCID-Mäuse sind jedoch kein adäquates Modell, um CpG-Effekte auszuschlie-
ßen. Diese Mäuse haben eine rezessive Mutation, die einen Defekt in der DNA 
dependent kinase zur Folge hat. Deshalb können sich deren Lymphozyten nicht 
so leicht differenzieren. Im Gegensatz zu den RAG-1- oder RAG-2-Mäusen, ei-
ner anderen Form von immunkompromittierten Versuchstieren, besitzen SCID-
Mäuse jedoch eine Restanzahl reifer B- und T-Lymphozyten und zwar desto 
mehr, je älter sie sind. Abgesehen davon haben SCID-Mäuse ein voll funktions-
fähiges angeborenes Immunsystem, normale Monozyten, Makrophagen, natür-
liche Killerzellen, dendritische Zellen und ein normales Komplementsystem [Ja-
neway, 1999]. Kürzlich konnte nachgewiesen werden, dass selbst in SCID-
Mäusen eine CpG-Therapie von Tumoren wirksam ist, wobei die Makrophagen 
eine herausgehobene Rolle zu spielen scheinen, da in Makrophagen-







Stadium Name der Agentien Target Indikation 
Phase IV Fomivirsen CMVIE2 CMV-Retinitis bei AIDS 
G3139 (Genasense) Bcl-2 rezidiviertes oder refraktäres  
malignes Melanom 
Dexamethason  
+/- G3139  
(Oblimersen) 




+/- G3139  
(Oblimersen) 
Bcl-2 rezidivierte oder refraktäre  
chronische lymphatische  




+/- ISIS 3521 
PKCα nicht-kleinzelliges  
Bronchialkarzinom (NSCLC) 
G3139 (Genasense) Bcl-2 CLL 
G3139 (Oblimersen)  
+ Gemtuzumab 
Bcl-2 rezidivierte akute myeloische  
Leukämie (AML) bei Älteren 
G3139 (Oblimersen) Bcl-2 rezidivierte oder refraktäre CLL 
G3139 (Augmerosen) + 
Carboplatin  
+ Etoposid 
Bcl-2 unbehandeltes, extensives  
kleinzelliges Bronchial- 
karzinom (SCLC) 
G3139 (Augmerosen) + 
Fludarabin  
+ Cytarabin 
Bcl-2 Rezidivierte o. refraktäre akute  
myeloische Leukämie oder  
akute lymphatische Leukämie 
Gemcitabine  
+/- ISIS 2503 








( Phase I/II) 
LErafAON Raf-1 fortgeschrittene solide Tumore 
Phase I LErafAON  
+ Radiotherapie 
Raf-1 fortgeschrittene Malignome 
 
Tab 4.1: Auflistung aktueller klinischer Studien mit Antisense-ODN (November 
2001). G3139 (enthält 2 CpG-Motive) als am häufigsten untersuchtes ODN ist 
optisch hervorgehoben. Es firmiert unter mehreren Bezeichnungen (Oblimersen, 
Genasense, Augmerosen). Zu den Akronymen siehe das Abkürzungsverzeich-





4.4 Klinische Relevanz der Ergebnisse 
 
Therapeutische Oligonukleotide werden zur Zeit in zahlreichen klinischen Stu-
dien untersucht, allerdings meist mit dem Rationale, dass ein Antisense-Effekt 
gegen bestimmte Zielmoleküle eintreten soll. Die hier präsentierten Experimente 
legen nahe, dass das in diesen Studien am häufigsten verwendete Oligonukleo-
tid G3139 in vivo über andere Mechanismen wirkt als bisher angenommen. Ob-
wohl es als Bcl-2-Antisense-ODN entworfen wurde, kann auf Grund der vorlie-
genden Befunde die Hypothese untermauert werden, dass die therapeutischen 
Erfolge in vivo eher auf einer durch CpG-Motive vermittelten Immunmodulation 
und direkten Apoptosemodulation basieren. Dies wurde hier am Beispiel der 
chronischen lymphatischen Leukämie vom B-Zelltyp gezeigt. 
 
Immuntherapeutische Strategien gegen die chronische lymphatische Leukämie 
vom B-Zelltyp basieren auf dem molekularen Verständnis der Eigenschaften 
maligner B-CLL-Zellen sowie der Interaktion dieser Zellen mit dem Immunsys-
tem. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die von B-1-Lymphozyten abstammen-
den B-CLL-Zellen nicht immunologisch inert sind, sondern durch CpG-
Oligonukleotide auf eine ganz bestimmte Weise stimulierbar sind. Durch CpG-
ODN können proliferativ inaktive und schlecht antigenpräsentierenden B-CLL-
Zellen in proliferativ aktive und gut antigenpräsentierende B-CLL-Zellen trans-
formiert werden. Damit ergeben sich neue Ansätze für eine Therapie der B-CLL 
und insbesondere ihrer therapierefraktären Manifestationen. Die Transformation 
der G0-arretierten B-CLL-Zellen in proliferierende Zellen macht diese wieder zu-
gänglich für eine Reihe konventioneller Zytostatika, deren Wirkung vom Prolife-
rationsindex der Zielzellen abhängt.  
 
Die Wirkung therapeutischer Antikörper gegen Leukämien und Lymphome wird 
oft dadurch torpediert, dass die Zielmoleküle auf den Tumorzellen herunterregu-
liert werden. So ist etwa die Wirkung des monoklonalen Anti-CD20-Antikörpers 
Rituximab (Mabthera) auf B-CLL-Zellen gering, weil diese kaum CD20 expri-
mieren. Wenn es gelingt, solche Zielmoleküle − wie bei CD20 gezeigt [Jahrsdör-
fer, 2002] − durch CpG-Stimulation zu induzieren, lässt sich möglicherweise die 
Ansprechrate der Tumorzellen wieder erhöhen. Auch CD40 bietet sich für die 
Therapie mit therapeutischen Antikörpern oder Immunotoxinen an [French, 
1999]. Die Effektivität eines solchen synergistischen Ansatzes, bestehend aus 
CpG-Oligonukleotiden und monoklonalen Antikörpern, wurde bereits in einem 





CpG-Oligonuklotide könnten jedoch auch in anderen immuntherapeutischen 
Ansätzen eine Rolle spielen: etwa als Adjuvans bei der Tumorvakzinierung  
[Weiner, 1997] und adoptiven Tumortherapie sowie als Monotherapeutikum 
[Heckelsmiller, 2002]. Gerade im Fall der B-CLL besteht das Problem, dass das 
Immunsystem die malignen Zellen nicht erkennt, weil diese ihre kostimulatori-
schen Moleküle herunterreguliert und dadurch ihre antigenpräsentierende Ei-
genschaft großteils eingebüßt haben [Dazzi, 1995]. Da CpG sowohl die anti-
genpräsentierenden MHC-Moleküle als auch die kostimulatorischen Moleküle 
CD80 und CD86 auf B-CLL-Zellen induziert und diese dadurch wieder zu pro-
fessionellen antigenpräsentierenden Zellen werden, besteht die berechtigte Hof-
fung, dass die Tumorzellen von dem T-Zellsystem dann wieder selektiv erkannt 
und eliminiert werden, zumal T-Zellen bei der B-CLL voll funktionsfähig sind 
[Decker, 1995]. Eine ähnliche Strategie, die eine Hochregulation der kostimula-
torischen Moleküle über die Interaktion von CD40 und CD154 verfolgt, führte zur 
Bildung autologer zytotoxischer T-Zellen [Kato, 1998]. Eine Phase-I-Studie mit 
diesem Ansatz zeigte bereits ermutigende Ergebnisse [Wierda, 2000]. Klinische 
Studien mit CpG-Oligonukleotiden an Tumorpatienten, darunter auch B-CLL-
Patienten, sind in den letzten Jahren begonnen worden. 
 
Abgesehen von den immunologischen Effekten der CpG-Oligonukleotide, die 
auf die oben beschriebenen Weisen zur Elimination der Tumorzellen führen 
könnten, wurde in dieser Arbeit auch ein direkter Apoptose-induzierender Effekt 
auf die Subpopulation der B-CLL mit niedriger Serum-Thymidinkinase (s-Tk) 
demonstriert. In diesem Patientenkollektiv mag daher eine Therapie mit einem 
CpG-Oligonukleotid wie G3139 oder eine Kombination von G3139 und Mito-
xantron zum verstärkten Absterben von Tumorzellen und damit zur Regression 
der B-CLL führen. Damit könnte eine Patientengruppe klinisch identifizierbar 
werden, die für eine CpG-Therapie besonders geeignet erscheint. Umgekehrt 
muss bei den Patienten mit niedriger s-Tk in Betracht gezogen werden, dass der 
direkte anti-apoptotische Effekt den immunogenen Antitumor-Effekt konterkarie-
ren könnte.  
 
Therapeutische Oligonukleotide scheinen ihren Weg in die klinische Anwendung 
zu finden. Ihre Wirkungen entfalten sie allerdings auf kompliziertere Art und 
Weise als bisher angenommen. CpG-vermittelte Effekte auf Immunzellen könn-
ten insbesondere bei systemischen Tumorerkrankungen wie der chronischen 
lymphatischen Leukämie in Zukunft eine vielversprechende, ergänzende Thera-









Der apoptotische Zelltod spielt bei malignen Erkrankungen eine entscheidende 
Rolle hinsichtlich Pathogenese, Prognose und Therapieresistenz. Maligne B-
Lymphozyten weisen häufig eine Überexpression des zentralen apoptosehem-
menden Proteins Bcl-2 auf, was mit einer Multiresistenz gegen Strahlen- und 
Chemotherapie sowie einer ungünstigen Prognose korreliert. Bei der chroni-
schen lymphatischen Leukämie vom B-Zelltyp (B-CLL) ist eine Hemmung von 
Bcl-2 besonders vielversprechend. Die einzige Wirkstoffklasse, die bislang Bcl-2 
zu unterdrücken vermochte, sind Oligondesoxyukleotide (ODN). Sogenannte 
Antisense-ODN binden sequenzspezifisch an die mRNA von Bcl-2 und verhin-
dern dadurch die Synthese des entsprechenden Proteins. Das in Tiermodellen 
und ersten klinischen Studien wirksamste Antisense-ODN gegen Bcl-2 hat die 
Bezeichnung G3139. Dieses ODN enthält jedoch in seiner Sequenz zwei CpG-
Motive, deren B-Zell-aktivierende und allgemein immunstimulatorischen Effekte 
erst seit kurzem bekannt sind. CpG-Oligonukleotide führen in Tiermodellen ma-
ligner B-Zell-Erkrankungen bereits zu therapeutischen Erfolgen, die auf einer 




Den Impetus für diese Arbeit lieferte die Hypothese, dass die in vivo bei malig-
nen Erkrankungen beobachteten therapeutischen Wirkungen von G3139 weni-
ger auf dem Bcl-2-Antisense-Mechanismus als vielmehr auf den immunmodula-
torischen Effekt der CpG-Motive gründeten. In einer malignen B-Zelllinie sollte 
zunächst das proof of principle einer apoptotisch wirksamen Bcl-2-Antisense-
Hemmung mit Hilfe eines geeigneten Carriers gezeigt werden. Hierzu mussten 
zunächst Methoden des Apoptosenachweises etabliert werden. Durch geeigne-
te Kontrollen sollten Antisense-unabhängige Wirkungen von G3139 identifiziert 
werden, insbesondere CpG-Effekte. In einem kliniknahen Modell mit primären 
B-CLL-Zellen sollten anschließend CpG-vermittelte Effekte von G3139 auf die 
Aktivierung und Apoptose der malignen Zellen näher untersucht und mit prog-
nostischen Krankheitsmarkern verglichen werden. Abschließend sollte die Kom-







Material und Methoden 
 
Es wurden Versuche an permanenten Zelllinien (GM697, Daudi JP,  DG 75) und 
primären mononukleären Blutzellen (PBMC) von Patienten mit B-CLL durchge-
führt. Das etablierte Apoptosemodell beinhaltete Untersuchungen zur Induktion 
der Apoptose mit Etoposid oder Mitoxantron sowie Untersuchungen zum Apop-
tosenachweis durch die durchflusszytometrische Bestimmung von Caspase-3, 
Annexin V und Propidiumiodid sowie durch die DNA-Gelelektrophorese. Für die 
Anwendung von ODN wurden die photometrische Quantifizierung und die 
Transfektion mit den Carriern Lipofektin und ExGen 500 etabliert. In Kooperati-
on mit dem pharmazeutischen Forschungsinstitut Byk Gulden in Konstanz wur-
de eine RT-PCR zur Quantifizierung der mRNA durchgeführt. Oberflächenmar-
ker und apoptoseassoziierten Proteine wurde mit Hilfe des Fluorescence-




In der Prä-B-ALL-Zelllinie GM697 konnte eine Antisense-vermittelte Reduktion 
der Bcl-2-Expression mit Auswirkung auf die spontane Apoptose nachgewiesen 
werden. Hierzu war jedoch der Einsatz des Carriers Lipofektin notwendig. 
Zugleich wurden für das ODN G3139 Effekte beobachtet − eine Zunahme der 
Expression der beiden kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 −, die Anti-
sense-unabhängig und höchstwahrscheinlich CpG-vermittelt waren. Der von 
Pepper et al. beschriebene Bcl-2-Antisense-Effekt in primären B-Zellen einer 
chronischen lymphatischen Leukämie konnten nicht reproduziert werden [Pep-
per, 1999]. Stattdessen führte G3139 zu einer signifikanten Hochregulation der 
Aktivierungsmarker CD40 und CD80, einer Zunahme von Größe und Granulari-
tät der Zellen, einer Induktion von Bcl-xL sowie einer differenziellen Modulation 
der Bcl-2-Expression auf mRNA- und Proteinebene: Bei Patienten mit hohen 
Konzentrationen des ungünstigen Krankheitsmarkers Serum-Thymidinkinase (s-
Tk) − er zeigt eine die Proliferationsrate des malignen Klons an − wurde Bcl-2 
hochreguliert und die Apoptose gehemmt, bei Patienten mit niedriger s-Tk wur-
de Bcl-2 jedoch leicht herunterreguliert und die spontane Apoptose verstärkt. 
Eine ähnliche Korrelation bestand zu dem Prognosemarker Beta-2-
Mikroglobulin. Sämtliche Effekte von G3139 wurden in fast identischer Weise 
von dem CpG-ODN 2006 gezeigt. Die Kombination von G3139 und Mitoxantron 








Die vorliegende Arbeit bekräftigt die Hypothese, dass es sich bei G3139 um ein 
potentes CpG-Oligonukleotid handelt. Erstmals wurden direkte CpG-Effekte auf 
die Apoptose maligner B-CLL-Zellen gezeigt, die mit klinisch-prognostischen 
Daten korrelierten. Die Ergebnisse besitzen klinische Relevanz für die Biologie 
und Behandlung der B-CLL sowie über dieses Krankheitsbild hinaus für den 
therapeutischen Einsatz von G3139 überhaupt. Damit gehört diese Arbeit einer-
seits zur pharmakologischen Grundlagenforschung und andererseits zur ange-
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